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JUSTIFICACIÓN DE ESTA TESIS DOCTORAL
Esta tesis doctoral se enmarca en una de las líneas principales del Instituto
“Teófilo Hernando” para la I + D de Fármacos (ITH), a saber, el estudio de los
mecanismos de muerte neuronal y la búsqueda de fármacos neuroprotectores para
prevenir o retrasar dicha muerte. Más concretamente, nuestro estudio versa sobre la
posible neuroprotección tras un accidente isquémico cerebral. La enfermedad
cerebrovascular es una alteración en el funcionamiento del cerebro debida a la
disminución o interrupción del aporte sanguíneo al mismo por oclusión o hemorragia.
Es la tercera causa de muerte por enfermedad en el mundo occidental después del
cáncer y las enfermedades cardiacas. En España es la primera causa de mortalidad en
mujeres y la segunda en hombres, y la primera causa de discapacidad. Las tasas de
incidencia de enfermedad cerebrovascular por 100.000 habitantes se estiman en 364 en
hombres y 169 en mujeres; si la incidencia se midiera en población mayor de 69 años
las tasas se elevarían a 2.371 en hombres y 1.493 en mujeres (Medrano Albero et al.,
2006). La enfermedad cerebrovascular es, además, una causa común de demencia y
declive cognitivo en la ancianidad y contribuye a la pérdida de las funciones cognitivas
en la enfermedad de Alzheimer. El alto coste social y económico de la enfermedad
cerebrovascular y sus secuelas impulsa la investigación dirigida a esclarecer los
mecanismos fisiopatológicos responsables de la lesión del tejido cerebral sometido a
isquemia, y a encontrar estrategias terapéuticas para paliar las consecuencias clínicas de
la isquemia cerebral.
El estudio de los cambios vasculares, celulares y bioquímicos que tienen lugar
en la isquemia cerebral ha permitido desarrollar nuevas estrategias terapéuticas como la
neuroprotección, que busca reducir la lesión causada por la isquemia del tejido cerebral,
especialmente vulnerable a este insulto. En los últimos 30 años ha aumentado el
conocimiento de la secuencia de acontecimientos bioquímicos que acontecen
inmediatamente después de un insulto isquémico. Cada paso de esta secuencia es
teóricamente susceptible de ser modificado mediante intervención terapéutica para
evitar en último término la muerte neuronal. Por lo tanto, una estrategia lógica a seguir
consiste en combinar fármacos que actúen en distintos pasos de la cascada isquémica
con la esperanza de lograr una mayor eficacia. Esta idea nos ha llevado a realizar la
investigación que se presenta en la siguiente tesis doctoral, en la que evaluamos el
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potencial efecto neuroprotector de la galantamina y la memantina, por sí mismas o en
combinación, frente a la isquemia cerebral en un modelo experimental animal.
II. INTRODUCCIÓN
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1. LA LESIÓN ISQUÉMICA CEREBRAL
La isquemia cerebral es el resultado de la reducción del flujo sanguíneo del
cerebro por debajo de un nivel crítico provocando la falta del oxígeno y la glucosa
indispensables para el metabolismo cerebral, lo que compromete la función cerebral y
provoca la muerte del tejido cerebral o infarto. La situación de isquemia cerebral puede
finalizar espontáneamente, o mediante intervención terapéutica, con el restablecimiento
del flujo sanguíneo, esto es, con la reperfusión. Sin embargo, la reperfusión en sí
también aumenta la lesión isquémica. Por eso es menos recomendable cuando se han
sobrepasado las tres o seis primeras horas, tiempo durante el cual la reperfusión es
capaz de reducir la muerte neuronal.
Inmediatamente después de una isquemia cerebral, se suceden una serie de
reacciones bioquímicas cuya secuencia se denomina cascada isquémica, que desemboca
en la muerte de las neuronas. Entre estos acontecimientos están: la inhibición de la
síntesis de proteínas, la acidosis láctica, la reducción de las reservas energéticas
intracelulares, la despolarización de la membrana citoplasmática, la entrada de Ca2+ al
interior celular, el aumento en la producción de radicales libres y la liberación de
neurotransmisores excitadores con la consiguiente activación de receptores y la
estimulación neuronal exagerada. Estos mecanismos conducen no sólo a la lesión
neuronal, sino también glial y endotelial, lesiones que repercuten a su vez en el aumento
de la muerte neuronal en un ciclo que provoca que la lesión isquémica siga creciendo
horas después de la isquemia (figura 1).
Introducción - 10 -




Disminución del Flujo sanguíneo cerebral




Activación de NO sintasa,
lipasas, proteasas y endonucleasas






glutamato Apertura de los canales de Ca2+
voltaje-dependientes
Despolarización de la membrana
Fallo de las bombas de Na+ y K+
ISQUEMIA CEREBRAL
Acidosis láctica
Introducción - 11 -
1.1 Acidosis láctica y disminución del ATP
La falta de oxígeno debida a la isquemia produce alteraciones en el metabolismo
de la glucosa. La glucosa se transforma en piruvato por la glucolisis, generándose
energía en forma de ATP. En condiciones aerobias el siguiente paso es la oxidación en
el ciclo de Krebs hasta dióxido de carbono y agua, produciéndose energía en forma de
GTP y poder reductor en forma de NADH y FADH2 que, a su vez, se utiliza en la
cadena respiratoria transportadora de electrones en la mitocondria para producir más
energía en forma de ATP. Sin embargo, en condiciones de anaerobiosis, el piruvato se
reduce por la enzima lactato deshidrogenasa a ácido láctico para poder regenerar el
poder oxidante en forma de NAD+ necesario para que la glucolisis pueda producirse
continuamente y obtener ATP. Así, en anaerobiosis la energía que se obtiene de la
glucosa es mucho menor, sólo la resultante de la glucolisis (2 moléculas de ATP por
cada una de glucosa), mientras que, en condiciones aerobias, se podrían obtener hasta
38 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa.
La insuficiencia energética impide que funcionen las ATPasas de Na+/K+ por lo
que se pierde el equilibrio iónico necesario para la viabilidad celular: el K+ sale de las
neuronas y entra Na+, Cl-, Ca2+ y agua. La entrada de Na+, Cl- y agua se relaciona con el
edema celular; el acúmulo extracelular de K+ se relaciona con el edema citotóxico de los
astrocitos; y la entrada de Ca2+ pone en marcha mecanismos de muerte celular.
El ácido láctico aumenta rápidamente, desplazando al Ca2+ en su unión a
proteínas tamponadoras y disminuyendo el pH, lo que provoca la desnaturalización de
proteínas y la alteración de funciones enzimáticas y de recaptación de
neurotransmisores (Castillo et al., 1995).
1.2 Aumento de la concentración de calcio intracelular
La entrada de Na+ al interior de las neuronas por el fracaso en el funcionamiento
de la ATPasa de Na+/K+ produce una despolarización de la membrana que activa, entre
otros, los canales de Ca2+ dependientes de voltaje y desbloquea algunos canales
dependientes de ligando, permitiendo la entrada de Ca2+ al citoplasma. La concentración
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de Ca2+ en el citoplasma también aumenta por la salida de Ca2+ de depósitos
intracelulares (retículo endoplásmico y mitocondria).
El aumento excesivo de la concentración de Ca2+ en el citoplasma origina la
activación de la transcripción de genes de respuesta inmediata, que codifican para
factores de transcripción que regulan a su vez la transcripción de genes de proteínas de
estrés celular, factores de crecimiento neuronal, TNF-α, Bcl-2, y en general proteínas
que promueven supervivencia o muerte celular (Lindsay et al., 1994). El aumento
excesivo de la concentración de Ca2+ en el citoplasma también activa proteasas, lipasas,
endonucleasas, kinasas, fosfatasas y óxido nítrico sintasas, que inducen la degradación
de proteínas, lípidos, ácidos nucléicos, despolimerización de los microtúbulos del
citoesqueleto y formación de radicales libres, causando una lesión celular irreversible y
contribuyendo en gran medida a la muerte neuronal (figura 2).
Además las mitocondrias captan el Ca2+ del citosol gracias a su potencial de
membrana (el interior es más electronegativo que el citoplasma); en condiciones de
aumento excesivo de Ca2+ citosólico se sobrecargan, despolarizándose, por lo que se
inhibe la producción de ATP (Bernardi et al., 1994), aumenta la formación de radicales
libres (Coyle & Puttfarcken, 1993) y se inicia así la cascada apoptótica de muerte
celular.
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Figura 2: El aumento de Ca2+ en el citoplasma y la producción de radicales libres
provocan la muerte de las células después de una isquemia.
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1.3 Liberación de neurotransmisores
La despolarización prolongada de la membrana provoca la liberación
descontrolada de neurotransmisores, causando una sobrecarga de estímulos en las
neuronas que aumenta la concentración de Ca2+ en el citoplasma y las conduce a la
muerte celular. La noradrenalina y la serotonina producen además vasoconstricción
cerebral; la glicina es un co-activador del receptor de NMDA para el glutamato, por lo
que su liberación durante la isquemia contribuye a la lesión neuronal; el GABA es un
neurotransmisor inhibidor, pero la muerte de las neuronas GABAérgicas impide que
funcionen los circuitos de inhibitorios.
El glutamato es el neurotransmisor excitador que juega el papel más importante
en la muerte neuronal después de una isquemia. De hecho, la muerte debida al
glutamato se denomina muerte neuronal excitotóxica. En condiciones normales, el
glutamato liberado se recapta rápidamente por los transportadores de glía y neuronas,
pero durante la isquemia, la disminución de ATP inhibe su actividad por lo que la
concentración de glutamato en la hendidura sináptica puede aumentar hasta 30 veces
con 10 min de isquemia (Choi & Rothman, 1990). El glutamato liberado estimula
receptores ionotrópicos (AMPA/kainato y NMDA) y metabotrópicos acoplados a
proteínas G. La activación de los receptores AMPA/kainato permite la entrada de Na+ al
interior celular ocasionando edema celular y aumentando la despolarización, lo que abre
canales dependientes de voltaje como los de Ca2+ y desplaza al Mg2+ de los receptores
NMDA, permitiendo su activación. Por otro lado, el glutamato activa los receptores
NMDA, altamente permeables al Ca2+, causando un aumento masivo de la
concentración de Ca2+ en el citoplasma que desencadena la muerte neuronal.
1.4 Formación de radicales libres
Los radicales libres son moléculas con uno o más electrones desapareados, por
lo que son especies químicas altamente reactivas. En condiciones normales se generan
como consecuencia del metabolismo celular y se procesan gracias a sistemas de control
presentes en las células; pero durante la isquemia y sobre todo en la reperfusión, se
genera un exceso de radicales libres y especies reactivas debido a las reacciones de
oxidación, que agotan los mecanismos celulares responsables de su eliminación y son
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incapaces de procesarlas. Entre las especies reactivas responsables del estrés oxidativo
en las neuronas están el anión superóxido (O2·-), el radical hidroxilo (OH·), el peróxido
de hidrógeno (H2O2), el óxido nítrico (NO) y el anión peroxinitrito (ONOO-). Los
principales mecanismos de defensa celular ante las especies reactivas son la superóxido
dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation peroxidasa. Pequeñas moléculas
antioxidantes como el glutatión, el ácido ascórbico (vitamina C) y el α-tocoferol
(vitamina E) también detoxifican radicales libres.
Los radicales libres pueden realizar ataques electrofílicos sobre otras moléculas,
provocando rupturas en el ADN, en proteínas y en lípidos, causando su peroxidación y,
en general, dañando las estructuras celulares que encuentran a su paso. Producen poros
en las membranas celulares, destruyendo orgánulos y aumentando la entrada de Ca2+ a
través de la membrana citoplasmática.
En condiciones fisiológicas, las reacciones de oxidación de la cadena respiratoria
mitocondrial producen constantemente especies reactivas de oxígeno como el O2·-. La
SOD procesa el O2·- produciendo H2O2, que es a su vez procesado por la catalasa o por
la glutation peroxidasa. La presencia de oxígeno en la reperfusión, después de una
isquemia, aumenta la génesis de especies reactivas de oxígeno en la mitocondria. Los
O2·- actúan en el interior de la célula; sin embargo el H2O2 es capaz de difundir a otras
neuronas próximas y dañarlas también (Siesjo, 1994).
El aumento de la concentración de Ca2+ en el citoplasma durante la isquemia
activa la fosfolipasa A2, que degrada triglicéridos produciendo ácidos grasos. Estos
ácidos grasos libres, acumulados durante la isquemia, se metabolizan durante la
reperfusión, oxidándose y generando especies reactivas de oxígeno. Así, el ácido
araquidónico se oxida por la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa dando lugar a
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos, que participan en la lesión
inflamatoria. La oxidación del ácido araquidónico favorece la producción de O2·-, que
estimula nuevamente la fosfolipasa A2, retroalimentando la producción de radicales
libres.
La oxidación de la hipoxantina para producir xantina, y la de la xantina para
producir ácido úrico en la degradación de los nucleótidos de purina, es una reacción
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catalizada normalmente por la xantina deshidrogenasa. Sin embargo, durante la
isquemia, el aumento del Ca2+ citosólico activa proteasas que hidrolizan la xantina
deshidrogenasa dando lugar a la xantina oxidasa, que genera O2·- y H2O2.
Los radicales OH· se forman mediante la reacción de Fenton, en la que el H2O2
reacciona con el Fe2+ dando lugar a Fe3+, OH- y OH·.
El óxido nítrico (NO) es un mensajero químico cuya síntesis cataliza la óxido
nítrico sintasa (NOS) a partir del aminoácido L-arginina. Se conocen tres isoformas de
la enzima NOS: la endotelial (eNOS) y la neuronal (nNOS), que son constitutivas y se
regulan por Ca2+-calmodulina, y la inducible (iNOS), cuya transcripción se activa con la
respuesta inflamatoria. El NO ejerce acción vasodilatadora, regula la neurotransmisión y
la plasticidad sináptica e interviene en procesos de conducta. En isquemia cerebral se
origina una elevada producción de NO, cuyo papel es controvertido ya que se relaciona
tanto con neuroprotección como con neurodegeneración. Se une a la citocromo c
oxidasa, que constituye el complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial,
compitiendo con el oxígeno e inhibiendo la respiración. El NO, además, puede dar lugar
a derivados reactivos como NO2, NO3, S-nitrosotioles y reacciona con el O2·- dando
lugar al peroxinitrito (ONOO-), un potente oxidante.
1.5 Muerte neuronal
Como consecuencia de la isquemia y la reperfusión, se sucede una serie de
acontecimientos bioquímicos que desembocan en la muerte neuronal, que puede ocurrir
de forma rápida e incontrolada (necrosis), o bien puede ser programada por la propia
célula desencadenando un proceso activo que conduce al suicidio celular. Este es el
caso, por ejemplo, en ciertos momentos del desarrollo del sistema nervioso o en
respuesta a estímulos lesivos como deterioro en el ADN o acumulación de proteínas mal
plegadas. La muerte por necrosis se acompaña del hinchamiento de las organelas
celulares y edema celular, con la consiguiente ruptura de las membranas celulares y
lisis, con vertido de los componentes al espacio extracelular causando edema en el
tejido e induciendo la respuesta inflamatoria. La muerte celular programada, en cambio,
es un proceso controlado por la célula que puede desarrollarse siguiendo distintas vías
que dan lugar a varios tipos, en términos morfológicos y bioquímicos, de muerte celular
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programada. La activación de una de estas vías no excluye la activación de las demás y
los mecanismos que desencadenan cada una de ellas, así como las cascadas bioquímicas
de que constan, son bastante desconocidos en casi todas.
La apoptosis es el tipo de muerte celular programada mejor caracterizado.
Morfológicamente las células se redondean y forman burbujas, la cromatina se condensa
y se fragmenta y se forman los cuerpos apoptóticos. El fosfolípido de membrana
fosfatidilserina, que se encuentra normalmente en la monocapa interna de la membrana
citoplasmática, en apoptosis está también en la monocapa externa (Fadok et al., 1992).
Estos cambios morfológicos y bioquímicos son el resultado de la activación de una serie
de cisteín-aspartato-proteasas, las caspasas (Fadok et al., 1992;Thornberry & Lazebnik,
1998). Hay dos vías principales de activación de la apoptosis (figura 3):
- la vía extrínseca, que comienza con la activación de receptores de muerte como Fas,
que reclutan y activan la caspasa-8 o la caspasa-10, las cuales proteolizan y activan
a su vez caspasas efectoras como la caspasa-3 y la 7 (Salvesen & Dixit, 1997).
- la vía intrínseca, en la que una señal intracelular de muerte desplaza el equilibrio
existente entre las proteínas de la familia Bcl-2 pro-apoptóticas y anti-apoptóticas, lo
que permeabiliza la membrana mitocondrial, provocando la salida al citosol del
citocromo c y de proteínas pro-apoptóticas como SMAC, también conocida como
DIABLO, u OMI, también llamada HTRA2. El citocromo c se une a la proteína
citosólica APAF-1, que sufre un cambio conformacional, forma heptámeros y
recluta la caspasa-9, constituyéndose así el complejo denominado apoptosoma. El
apoptosoma proteoliza y activa caspasas efectoras como la caspasa-3 y la 7. Una
tercera vía, también intrínseca pero originada en el retículo endoplásmico por estrés
reticular, también resulta en la activación de la caspasa-9.
Tanto la vía extrínseca como la intrínseca dependen de la activación de las caspasas.
Las caspasas pueden ser iniciadoras o efectoras. Las caspasas iniciadoras son reclutadas
por su dominio CARD (la caspasa-9) o DED (la caspasa-8 y la 10) y dimerizan,
activándose. Proteolizan las procaspasas efectoras, activándolas. Las caspasas efectoras
activan cascadas proteolíticas, inactivan la reparación y activan endonucleasas que
fragmentan el ADN.
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Figura 3: Esquema representando las vías de muerte celular apoptótica. (a) vía
extrínseca y (b) vía intrínseca.
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2. MODELOS DE ISQUEMIA CEREBRAL
Para conocer la fisiopatología de la isquemia cerebral y probar estrategias
neuroprotectoras es fundamental el uso de animales de experimentación. Los más
utilizados son los roedores por su facilidad de manejo, su pequeño tamaño y su bajo
coste. Hay modelos de isquemia cerebral permanente y transitoria, que incluye los
efectos de la reperfusión. A continuación se describen los modelos de isquemia cerebral
más relevantes.
2.1 Isquemia cerebral focal
En los modelos de isquemia focal sólo parte del cerebro está involucrado y la
isquemia es completa en el centro del área afectada. Este área de isquemia está rodeada
de una zona de penumbra en la que el flujo sanguíneo está disminuido pero no ausente.
La oclusión de una arteria cerebral origina el foco de muerte neuronal, glial y endotelial
por necrosis, y la penumbra donde predomina la apoptosis. En la mayoría de los
modelos de isquemia focal se ocluye la arteria cerebral media por una ligadura proximal
(Tamura et al., 1981), un coágulo de sangre autóloga (Kudo et al., 1982;Overgaard et
al., 1992), mediante fototrombosis después de la administración intravenosa de rosa de
bengala (Watson et al., 1985), mediante una ligadura justo antes de la bifurcación de la
arteria en las ramas frontal y parietal, (Chen et al., 1986;Liu et al., 1989), o con una
sutura intraluminal (Longa et al., 1989).
2.2 Isquemia cerebral global
En los modelos de isquemia global transitoria el cerebro entero sufre una
isquemia completa seguida de reperfusión. Esto produce una muerte retardada y
selectiva de neuronas especialmente vulnerables en el estrato piramidal de la capa CA1
del hipocampo. También hay varios modelos, los más utilizados son: el de oclusión de
dos vasos (las arterias carótidas comunes) con hipotensión (Eklof & Siesjo, 1972), cuya
variabilidad es bastante alta; el de oclusión de cuatro vasos (las arterias vertebrales y las
carótidas comunes) (Pulsinelli & Brierley, 1979), que genera una elevada mortalidad; y
el de oclusión de dos vasos (las arterias carótidas comunes) en el jerbo (Kirino, 1982).
Los jerbos tienen una peculiaridad en la vascularización cerebral que consiste en la
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ausencia de arterias comunicantes posteriores, por lo que la circulación carotídea está
aislada de la vertebrobasilar (figura 4). Esto permite que la oclusión de las arterias
carótidas comunes provoque isquemia global en la parte anterior del cerebro (Levine &
Payan, 1966) y la consiguiente lesión en la capa CA1 del hipocampo. Los
inconvenientes de este animal son su pequeño tamaño que difículta la monitorización de
los parámetros fisiológicos, y la tendencia a presentar crisis epilépticas (Ginsberg &
Busto, 1989).
Figura 4: Esquema del polígono de Willis. La parte superior representa un polígono de
Willis humano, que está completo. La parte inferior representa un polígono de Willis de
jerbo, que está incompleto porque carece de arterias comunicantes posteriores.
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3. FÁRMACOS EVALUADOS EN ESTE ESTUDIO
Hemos evaluado el potencial neuroprotector de dos fármacos que se utilizan
actualmente en clínica para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer: la
galantamina y la memantina. La enfermedad de Alzheimer se asocia con frecuencia a la
enfermedad cerebrovascular, es la denominada demencia mixta, que se trata con los
mismos medicamentos. Incluso en ensayos clínicos controlados en pacientes con
demencia mixta Alzheimer-vascular o con demencia vascular, la galantamina ha
demostrado mejorar la cognición, la memoria y las actividades de la vida diaria
(Bullock et al., 2004;Erkinjuntti et al., 2003;Kertesz, 2002) y la memantina ha
demostrado estabilizar la progresión de la demencia vascular comparado con placebo
(Winblad & Poritis, 1999;Wilcock et al., 2002;Orgogozo et al., 2002). De ahí la idea de
que estos fármacos podrían constituir tratamientos efectivos para la isquemia cerebral.
3.1 Galantamina
La galantamina (figura 5) es un inhibidor moderado de la acetilcolinesterasa
que, además, muestra potenciación alostérica del receptor nicotínico (Schrattenholz et
al., 1996), del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) (Moriguchi et al., 2004), y
facilitación de la transmisión sináptica (Santos et al., 2002;Schilstrom et al., 2007). La
galantamina se une al receptor nicotínico en un sitio alostérico, cambia su conformación
y hace más eficaz la acción del agonista fisiológico acetilcolina; por tanto, en presencia
de galantamina se obtiene una corriente mayor a través del receptor nicotínico, que se
traduce en una mejora de la neurotransmisión colinérgica. La neurotransmisión
colinérgica nicotínica está implicada en los procesos de aprendizaje y memoria
(Giacobini, 1990); prueba de ello es que los agonistas nicotínicos mejoran el
aprendizaje (Summers & Giacobini, 1995). Por otra parte, la galantamina, mediante su
acción sobre los receptores nicotínicos presinápticos, puede facilitar la liberación de
otros neurotransmisores como el glutamato, que participa en los procesos de memoria a
través del fenómeno denominado potenciación perdurable o LTP (del inglés “Long
Term Potentiation”). Está descrito que la galantamina actúa sobre receptores nicotínicos
alfa-7 neuronales y también induce la expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 en
cultivos de células cromafines y de neuroblastoma humano, ejerciendo un efecto
antiapoptótico y neuroprotector (Arias et al., 2004;Arias et al., 2005) cuando se añade al
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cultivo 24 h antes del estímulo tóxico. Estos hallazgos se han corroborado por Kihara y
colaboradores en cultivos de neuronas corticales (2004). También se ha descrito
neuroprotección por galantamina en un modelo de privación de oxígeno y glucosa en
rodajas de hipocampo (Sobrado et al., 2004). También se ha descrito neuroprotección
por galantamina en modelos animales in vivo (Capsoni et al., 2002;Ji et al., 2007).
Además, se ha demostrado que mejora la cognición en conejos (Weible et al.,
2004;Woodruff-Pak et al., 2001), ratas (Chopin & Briley, 1992;Fishkin et al.,
1993;Bores et al., 1996;Barnes et al., 2000) y ratones (Gould & Feiro, 2005;Sweeney et
al., 1988;Van Dam & De Deyn, 2006;de Bruin & Pouzet, 2006) con déficits cognitivos,










Figura 5: Estructura química de los fármacos utilizados.
3.2 Memantina
La memantina (figura 5) es un bloqueante reversible de los receptores NMDA.
Debido a su elevada permeabilidad para el Ca2+, el receptor NMDA está relacionado
con numerosas funciones de plasticidad neuronal, por ejemplo, la potenciación
perdurable en el hipocampo, implicada con el aprendizaje y la memoria (Bear et al.,
1990;Bliss & Collingridge, 1993). Sin embargo, una estimulación prolongada del
receptor NMDA por un exceso de glutamato sináptico, tiene un efecto lesivo que puede
conducir a la muerte neuronal; este mecanismo se ha implicado en la fisiopatología y
patogenia del daño neuronal en varias enfermedades cerebrales agudas (ictus) y crónicas
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(demencia vascular, demencia tipo Alzheimer) (Greenamyre et al., 1988;Palmer &
Gershon, 1990). No es extraño, en consecuencia, que se hayan estudiado numerosos
antagonistas NMDA con la esperanza de obtener un efecto neuroprotector, tanto en
cultivos neuronales como en modelos animales y en pacientes de ictus. El receptor
NMDA es un canal iónico que se abre al activarse por su ligando fisiológico glutamato,
o por NMDA. Para que el agonista abra el canal se requiere la acción conjunta del co-
agonista glicina. Además, a potenciales de reposo fisiológicos (alrededor de –70 mV), el
Mg2+ está ocupando el poro iónico y ocluyéndolo (figura 6A). A menos que se
produzca una despolarización, el glutamato no puede abrir el canal NMDA.
Curiosamente, esta despolarización viene de la mano del glutamato que se ha liberado
presinápticamente; al activar los receptores AMPA y kainato, el glutamato despolariza
la neurona postsináptica, provocando la rápida salida del Mg2+ del canal NMDA (figura
6B). Así se permite que el glutamato pueda activar el receptor NMDA, favoreciendo la
entrada de Ca2+ en la neurona postsináptica (Mayer & Westbrook, 1984;Nowak et al.,
1984). En reposo, la concentración de glutamato en la hendidura sináptica es alrededor
de 1 µM (Bouvier et al., 1992); esta concentración puede alcanzar hasta 1 mM durante 1
ó 2 ms, cuando se produce la activación sináptica en condiciones fisiológicas de
aprendizaje y formación de memoria (figura 6B) (Clements et al., 1992). Los
transportadores plasmalemales de glutamato, que están en neuronas y glía, recaptan con
eficacia el exceso de glutamato, restaurando así con rapidez los bajos niveles de
glutamato en el espacio sináptico en reposo. La depleción energética que se produce en
procesos de isquemia-reperfusión o hipoxia puede ser suficiente para ralentizar la
actividad del transportador de glutamato e incrementar la concentración sináptica del
neurotransmisor hasta 100 µM (Andine et al., 1991). Además, la isquemia o hipoxia
despolarizan discretamente la neurona, hasta unos –50 mV (figura 6C). Con ello el
Mg2+ deja libre el poro iónico y se produce así el desbloqueo del canal NMDA. En estas
condiciones, la presencia prolongada de glutamato en la sinapsis, aunque sea a
concentraciones 10 veces menores que las alcanzadas durante la activación sináptica
fisiológica, va a mantener abiertos los canales NMDA; ello ocasiona una entrada
mantenida de Ca2+ en la neurona, que produce una sobrecarga mitocondrial de Ca2+, la
despolarización de la mitocondria, la detención de la síntesis de ATP y la activación de
la cascada apoptótica. Si la memantina bloquea el receptor NMDA que está implicado
en fenómenos plásticos de aprendizaje y memoria, cabría esperar que la memantina
provocase también un importante deterioro cognitivo. Ocurre justamente lo contrario.
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Esto se debe a que la memantina se comporta como un “potente ión Mg2+”, con la
diferencia de que durante la despolarización el Mg2+ abandona rápidamente el canal,
tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, mientras que la memantina bloquea
el canal sólo en situaciones patológicas, permitiendo la neurotransmisión en condiciones
fisiológicas.
Figura 4
Esquema que representa el mecanismo de bloqueo no competitivo y
voltaje-dependiente del poro iónico del receptor NMDA, por Mg2+,
memantina y MK-801 (adaptada de Parsons et al., 1999).
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Se ha demostrado neuroprotección por memantina in vitro (Sobrado et al.,
2004;Seif et al., 1990;Parsons et al., 1999;Frankiewicz et al., 2000;Culmsee et al.,
2004;Karanian et al., 2006;Garcia et al., 2006;Sinn et al., 2007) e in vivo (Parsons et al.,
1999;Wenk et al., 1997;Stieg et al., 1999;Willard et al., 2000;Rao et al., 2001;Miguel-
Hidalgo et al., 2002), incluyendo en modelos de isquemia cerebral (Culmsee et al.,
2004;Gorgulu et al., 2000; Backhauss & Krieglstein, 1992;Chen et al., 1998;Block &
Schwarz, 1996;Dogan et al., 1999;Duszczyk et al., 2005;Lapchak, 2006).
El primer estudio que comparó simultáneamente los efectos neuroprotectores de
la galantamina y la memantina en el mismo modelo fue realizado en rodajas de
hipocampo sometidas a privación de oxígeno y glucosa; en dicho estudio se demostró
que los dos fármacos eran neuroprotectores, aunque la memantina fue menos potente
que la galantamina (Sobrado et al., 2004). El siguiente paso ha sido utilizar un modelo
in vivo para averiguar si la galantamina o la memantina, por sí mismas y en
combinación, protegen las neuronas del hipocampo de la isquemia cerebral global
transitoria. Para ello, elegimos el modelo de oclusión de dos vasos en el jerbo por su
reproducibilidad y por su baja tasa de mortalidad.
III. OBJETIVOS
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OBJETIVOS DE ESTA TESIS DOCTORAL
En esta tesis doctoral nos planteamos evaluar el potencial efecto neuroprotector
de dos fármacos con vistas a reducir la tasa de mortalidad de las neuronas del
hipocampo que se pierden tras una isquemia cerebral global. Los dos fármacos que
hemos evaluado son la galantamina y la memantina, que se utilizan actualmente en
clínica para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. La enfermedad de Alzheimer
se asocia con frecuencia a la enfermedad cerebrovascular, por lo que estos fármacos
podrían constituir tratamientos efectivos para la isquemia cerebral, una patología
necesitada de nuevas estrategias farmacológicas. En este contexto nos hemos planteado
los siguientes objetivos:
1. Evaluar el efecto neuroprotector de la galantamina, la memantina y su
combinación, administradas antes de la isquemia, sobre la viabilidad de las
neuronas piramidales del área CA1 del hipocampo, en un modelo de isquemia
cerebral global con reperfusión en el jerbo.
2. Evaluar el efecto neuroprotector de la galantamina, administrada post-isquemia,
sobre la viabilidad de las neuronas piramidales del área CA1 del hipocampo, en
un modelo de isquemia cerebral global con reperfusión en el jerbo.
3. Estudiar los posibles mecanismos implicados en el efecto protector de la
galantamina, la memantina y su combinación, en concreto, la apoptosis y las
enzimas antioxidantes superóxido dismutasa 1 y 2.
4. Evaluar el efecto del tratamiento con galantamina y memantina sobre la
memoria espacial en un modelo de isquemia cerebral global con reperfusión en
el jerbo.
IV. MATERIALES Y MÉTODOS
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Para la realización de este estudio utilizamos jerbos macho adultos (Meriones
unguiculatus; peso 60 a 80 g). Los animales se compraron en el centro de cría Janvier
(Francia) y fueron estabulados en el animalario del servicio de Cirugía Experimental del
Hospital Universitario La Paz en jaulas individuales bajo condiciones controladas de
temperatura (22±2ºC), humedad relativa (48±8%) y ciclo de luz de 12 h (de 7 de la
mañana a 7 de la tarde), con libre acceso a comida y agua. Todos los procedimientos
con los animales fueron realizados por personal acreditado y supervisados por el
personal veterinario del centro, cumpliendo la legislación vigente para la protección de
los animales utilizados para experimentación y otros fines científicos (Directiva
Europea 609/86 y Real Decreto 1201/2005).
1. FÁRMACOS EVALUADOS EN ESTE ESTUDIO
La galantamina fue comprada a Tocris (Bristol, Reino Unido), referencia 0686,
a través de Biogen Científica (Madrid), o suministrada amablemente por Johnson and
Johnson (Beerse, Bélgica). La mecamilamina, referencia M9020, y la memantina,
referencia M9292, fueron compradas a Sigma-Aldrich Química (Tres Cantos, Madrid).
2. GRUPOS DE TRATAMIENTO Y PROTOCOLOS DE
ADMINISTRACIÓN DE LOS FÁRMACOS
Los animales se distribuyeron aleatoriamente en 22 grupos de al menos 8
animales cada uno. Comenzamos con un protocolo de administración de los fármacos
en pre-tratamiento, es decir, administrándolos antes de inducir la isquemia global, para
maximizar la neuroprotección farmacológica. En el caso de galantamina el pre-
tratamiento fue de 24 h basándonos en los resultados descritos por Arias y
colaboradores (2004); y en el caso de memantina el tratamiento fue de una única dosis
30 min antes de la isquemia, ya que su mecanismo de acción es idóneo para
contrarrestar la excitotoxicidad causada por el glutamato liberado durante la isquemia y
al principio de la reperfusión. Sin embargo, los experimentos para evaluar la
neuroprotección farmacológica en animales adquieren mayor relevancia cuando se
correlacionan con experimentos de conducta y los tratamientos son administrados
después del insulto isquémico, dado que la enfermedad cerebrovascular, a pesar de ser
una urgencia médica, no se logra tratar antes de 3 h o más, debido al retraso en el
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traslado de los pacientes al hospital y la consiguiente tardanza en el diagnóstico. Por
ello, además de evaluar el efecto de estos fármacos en un régimen de pre-tratamiento,
también diseñamos protocolos de tratamiento post-isquemia, así como tests de memoria
espacial, basándonos en los resultados de los experimentos de pre-tratamiento
realizados previamente. Los protocolos experimentales realizados y los grupos de
tratamiento establecidos fueron los siguientes (figura 7):
Figura 7: Protocolos experimentales utilizados para evaluar el efecto neuroprotector de
galantamina y memantina frente a la isquemia cerebral global transitoria.
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2.1 Protocolo de pre-tratamiento:
 Grupo control: los jerbos se sometieron a todo el procedimiento quirúrgico a
excepción de la oclusión bilateral de las arterias carótidas comunes. Los
tratamientos se sustituyeron por suero salino administrado por vía subcutánea (s.c.)
o intraperitoneal (i.p.).
 Grupo control + galantamina 10 mg/kg: los jerbos se sometieron a todo el
procedimiento quirúrgico a excepción de la oclusión bilateral de las arterias
carótidas comunes y se trataron con galantamina a la dosis de 10 mg/kg por vía s.c.
2 veces al día, comenzando el día previo a la isquemia global y finalizando el día
previo al sacrificio.
 Grupo control + mecamilamina 10 mg/kg: los jerbos se sometieron a todo el
procedimiento quirúrgico a excepción de la oclusión bilateral de las arterias
carótidas comunes y se trataron con mecamilamina a la dosis de 10 mg/kg por vía
i.p. 2 veces al día, comenzando el día previo a la isquemia global y finalizando el
día previo al sacrificio.
 Grupo isquemia: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de las arterias
carótidas comunes. Los tratamientos se sustituyeron por suero salino administrado
por vía s.c. o i.p.
 Grupo mecamilamina 10 mg/kg: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de
las arterias carótidas comunes y se trataron con mecamilamina a la dosis de 10
mg/kg por vía i.p. 2 veces al día, comenzando el día previo a la isquemia global y
finalizando el día previo al sacrificio.
 Grupo galantamina 1 mg/kg: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de las
arterias carótidas comunes y se trataron con galantamina a la dosis de 1 mg/kg por
vía s.c. 2 veces al día, comenzando el día previo a la isquemia global y finalizando
el día previo al sacrificio.
 Grupo galantamina 10 mg/kg: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de las
arterias carótidas comunes y se trataron con galantamina a la dosis de 10 mg/kg por
vía s.c. 2 veces al día, comenzando el día previo a la isquemia global y finalizando
el día previo al sacrificio.
 Grupo mecamilamina 10 mg/kg + galantamina 10 mg/kg: los jerbos se
sometieron a la oclusión bilateral de las arterias carótidas comunes y se trataron con
galantamina a la dosis de 10 mg/kg por vía s.c. 2 veces al día, comenzando el día
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previo a la isquemia global y finalizando el día previo al sacrificio; y con
mecamilamina a la dosis de 10 mg/kg por vía i.p. 30 min antes de cada inyección
con galantamina.
 Grupo memantina 10 mg/kg: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de las
arterias carótidas comunes y se trataron con memantina a la dosis de 10 mg/kg por
vía i.p. 30 min antes de la isquemia global.
 Grupo memantina 20 mg/kg: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de las
arterias carótidas comunes y se trataron con memantina a la dosis de 10 mg/kg por
vía i.p. 30 min antes de la isquemia global.
 Grupo combinación de memantina 10 mg/kg + galantamina 10 mg/kg: los jerbos
se sometieron a la oclusión bilateral de las arterias carótidas comunes y se trataron
con galantamina a la dosis de 10 mg/kg por vía s.c. 2 veces al día, comenzando el
día previo a la isquemia global y finalizando el día previo al sacrificio; y con
memantina a la dosis de 10 mg/kg por vía i.p. 30 min antes de la isquemia global.
2.2 Protocolo de tratamiento 3 h post-isquemia:
 Grupo control: los jerbos se sometieron a todo el procedimiento quirúrgico a
excepción de la oclusión bilateral de las arterias carótidas comunes. Los
tratamientos se sustituyeron por suero salino administrado por vía s.c. o i.p.
 Grupo isquemia: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de las arterias
carótidas comunes. Los tratamientos se sustituyeron por suero salino administrado
por vía s.c. o i.p.
 Grupo galantamina 10 mg/kg: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de las
arterias carótidas comunes y se trataron con galantamina a la dosis de 10 mg/kg por
vía s.c. 2 veces al día, comenzando 3 h después de la isquemia global y finalizando
el día previo al sacrificio.
 Grupo mecamilamina 10 mg/kg + galantamina 10 mg/kg: los jerbos se
sometieron a la oclusión bilateral de las arterias carótidas comunes y se trataron con
galantamina a la dosis de 10 mg/kg por vía s.c. 2 veces al día, comenzando 3 h
después de la isquemia global y finalizando el día previo al sacrificio; y con
mecamilamina a la dosis de 10 mg/kg por vía i.p. 30 min antes de cada inyección
con galantamina.
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2.3 Protocolo de tratamiento 6 h post-isquemia:
 Grupo control: los jerbos se sometieron a todo el procedimiento quirúrgico a
excepción de la oclusión bilateral de las arterias carótidas comunes. Los
tratamientos se sustituyeron por suero salino administrado por vía s.c. o i.p.
 Grupo isquemia: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de las arterias
carótidas comunes. Los tratamientos se sustituyeron por suero salino administrado
por vía s.c. o i.p.
 Grupo galantamina 10 mg/kg: los jerbos se sometieron a la oclusión bilateral de las
arterias carótidas comunes y se trataron con galantamina a la dosis de 10 mg/kg por
vía s.c. 2 veces al día, comenzando 6 h después de la isquemia global y finalizando
el día previo al sacrificio.
3. INDUCCIÓN DE LA ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL TRANSITORIA
Indujimos la anestesia por vía inhalatoria en una cámara con el anestésico
general halotano (2-bromo-2-cloro-1,1,1-trifluoretano, 615179-H, AstraZeneca
Farmacéutica) al 5% en oxígeno a 3 l/min. Una vez que los animales estuvieron
anestesiados, en 2 ó 3 min, mantuvimos la anestesia mediante una máscara con 1.5% de
halotano en oxígeno a 0.75 l/min. La temperatura cerebral se mantuvo a 37±0.5ºC
mediante una sonda de temperatura colocada en el músculo temporal y una fuente de
calor (bombilla de 60 W). La temperatura corporal se mantuvo a 37±0.5ºC mediante una
placa de calor controlada por una sonda rectal (RTC-1 Cibertec, Madrid). Se insertó un
catéter de silicona polimérica (Silastic®, Medical Grade Tubing, Dow Corning,
Michigan, Estados Unidos) en la arteria femoral derecha para monitorizar
continuamente la presión sanguínea arterial, la frecuencia cardiaca (monitor de
constantes Schiller CM-8) y la glucemia (Glucocard memory 2, Arkray, Japón; tiras
reactivas DC384, Arkray, Japón). Las medidas se tomaron antes de la oclusión, 4 min
después de la oclusión y a los 5 min de reperfusión.
El procedimiento quirúrgico se describe a continuación. Realizamos una incisión
en la línea media a la altura del cuello, disecamos las arterias carótidas comunes y las
ocluimos transitoriamente durante 5 min con suturas de seda negra de grosor 6/0
(Merksilk, Ethicon). Confirmamos visualmente la ausencia de flujo sanguíneo en ambas
arterias durante la oclusión, así como la restauración del flujo tras la reperfusión, con un
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microscopio estereoscópico (Leica Wild-M650). Finalmente suturamos la incisión con
sutura de seda negra de grosor 4/0 (Merksilk, Ethicon). Los animales del grupo control
se sometieron los mismos procedimientos excepto la oclusión de las carótidas (figura
8).
Figura 8: Imágenes de distintos pasos del procedimiento quirúrgico. En la
fotografía de la izquierda se muestra la cateterización de la arteria femoral y en la
fotografía de la derecha se muestra la oclusión de la arteria carótida común.
La variabilidad de este modelo se debe fundamentalmente a la presencia en
algunos animales de arterias comunicantes posteriores de importancia (calibre < 50 μm)
que comunican la circulación vértebro-basilar con la carotídea. Esto conlleva que la
oclusión de las arterias carótidas comunes produzca una isquemia incompleta. Para
evitar este sesgo hemos utilizado varios criterios de exclusión:
1. Signos observables durante la isquemia. Cuando los cerebros de los animales
sometidos a la oclusión de las arterias carótidas comunes están en isquemia, hay un
breve periodo de respiración jadeante y movimientos corporales seguido de
quiescencia, con ptosis bilateral completa y adopción de una postura encorvada
(Martinez et al., 2001). Los animales que no mostraron estos signos fueron
excluidos del estudio.
2. Lesión unilateral. La isquemia global produce una pérdida selectiva de neuronas en
la capa CA1 del hipocampo. En algunos casos puede aparecer asimetría en la lesión
entre los hipocampos izquierdo y derecho. Los animales que sólo mostraron muerte
neuronal en un hemisferio también fueron excluidos del estudio.
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Estudiamos además la existencia y calibre de las arterias comunicantes
posteriores en 60 jerbos para saber el porcentaje de animales con arterias comunicantes
de importancia. La existencia de arterias comunicantes se puede identificar mediante la
inyección transcardiaca, tras la perfusión del fijador, de 0.5 mL de tinta china (Pelikan)
disuelta en 0.5 mL de gelatina (Merck) al 10% en H2O. Clasificamos el tamaño de las
arterias comunicantes posteriores de cada hemisferio según una escala de valoración,
adaptada de Wang y colaboradores (2002), de 0 a 3 puntos: 0, inexistente; 1, fina; 2,
mediana; 3, gruesa. Puede producirse una isquemia incompleta cuando las arterias
comunicantes son de grado 2 ó 3 (figura 9).
Figura 9: Fotografías de arterias comunicantes posteriores tras su tinción con
tinta china mediante perfusión transcardiaca. Según su calibre se clasifican de 0 a 3. Las
flechas A y B señalan arterias de grado 0, la flecha C de grado 3 y la flecha D de grado
2 (adaptado de Wang y col, 2002).
4. HISTOLOGÍA E INMUNOHISTOQUÍMICA
Para obtener una lesión estable y reproducible y poder estudiar el efecto
neuroprotector de los fármacos, así como algunos de los mecanismos implicados, se
debe sacrificar los animales a las 72 h de reperfusión (Kirino, 1982). Aquellos animales
que murieron antes de ser sacrificados no se incluyeron en el estudio. Para el sacrificio,
los jerbos se anestesiaron y perfundieron por vía transcardiaca con ayuda de una bomba
peristáltica (3.5 mL/min) con 100 mL de suero salino, seguidos de 100 mL de
paraformaldehído recién preparado al 4%, en tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4. Se
A B C D
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extrajeron los cerebros y se mantuvieron en la misma solución de fijación a 4ºC dos días
antes de ser embebidos en parafina. A continuación los seccionamos con un microtomo
rotatorio (Shandon AS-325-Retraction) en secciones coronales de 5 μm de grosor que
incluyeron el hipocampo dorsal (desde 1.4 hasta 1.9 mm en sentido caudal a bregma,
Loskota et al., 1974). Las secciones de cerebro se colocaron sobre portaobjetos tratados
con polilisina (PolysineTM, Menzel GmbH & Co KG, Brunswick, Alemania) para
facilitar su adhesión. A continuación se detallan las tinciones histológicas e
inmunohistoquímicas que se realizaron sobre las secciones para evaluar el efecto
neuroprotector de los tratamientos. Se examinaron las neuronas piramidales del área
CA1 dado que son las más vulnerables a la lesión por isquemia-reperfusión (Kirino,
1982).
4.1 Tinción con hematoxilina-eosina
Para evaluar la lesión en el hipocampo teñimos las secciones con hematoxilina-
eosina. Para ello desparafinamos las muestras en xilol durante 10 min, las rehidratamos
en alcoholes a porcentajes decrecientes (100º, 90º, 80º, 70º) y las lavamos en agua
destilada. Bañamos las muestras con hematoxilina de Harris (15 min), tiñéndose así de
azul las estructuras basófilas como los ácidos nucléicos, cargados negativamente
(núcleos). Tras 2 lavados en agua destilada, se realizaron 6 pases rápidos en alcohol
clorhídrico, un lavado en agua destilada, 4 pases rápidos en agua amoniacal y 4 lavados
en agua destilada durante 20 min. A continuación bañamos las muestras en la solución
de eosina-floxina durante 4 min, tiñéndose así de rosa el citoplasma y demás estructuras
acidófilas. Las muestras se deshidrataron en alcohol de 96 y de 100º, se bañaron en xilol
durante 5 min y se montaron las muestras con DePeX.
Determinamos la lesión en el hipocampo contando el número de neuronas
viables en el stratum pyramidale en el área CA1 dorsal con un aumento de 1000X
(Zeiss Axioplan) en las secciones teñidas con hematoxilina-eosina. Las neuronas con
retracción del cuerpo celular o picnóticas no se consideraron viables y no fueron
contabilizadas. Medimos la longitud del área CA1 con un programa de análisis de
imagen (Image ProPlus) para normalizar los datos (figura 10) y calculamos para
ambos hemisferios el número de neuronas piramidales viables en CA1 por milímetro de
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longitud. Analizamos dos secciones de cada animal y calculamos la media. La
evaluación de las secciones histológicas se realizó de forma ciega.
Figura 10: Fotografías de una sección coronal de cerebro teñida con
hematoxilina-eosina . En la foto derecha se ha delineado el área CA1 para realizar la
medición con un programa de análisis de imagen.
4.2 Tinción de TUNEL
Detectamos el ADN fragmentado en nuestras muestras mediante un kit de
marcaje in situ de los extremos 3’OH (marcaje mediado por la desoxinucleotidil
transferasa terminal de los extremos 3’OH con dUTP conjugado con biotina; [TUNEL]
TdT-FragEL DNA fragmentation detection kit, Oncogene Research Products).
El principio del ensayo consiste en la adición de deoxinucleótidos trifosfato
(dNTP) conjugados con biotina a los extremos 3’OH de los fragmentos de ADN, en una
reacción catalizada por la enzima deoxirribonucleotidil transferasa terminal (TdT)
(figura 11).
Desparafinamos las muestras en xilol durante 10 min, las rehidratamos en
alcoholes a porcentajes decrecientes (100º, 90º, 80º, 70º) y las lavamos en agua
destilada. Permeabilizamos las membranas con proteinasa K 30 min a temperatura
ambiente. A continuación inactivamos la peroxidasa endógena con H2O2 al 3% en
metanol 5 min y colocamos las muestras en tampón de equilibrio (tris 0.15 M y 1.5
mg/mL de seroalbúmina bovina [BSA]). Transcurridos 30 min incubamos las muestras
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con la TdT y la mezcla de marcaje que incluye los dNTP biotinilados (dilución 1:20) a
37ºC durante 90 min. Terminada la reacción de marcaje con el tampón de parada (0.5 M
EDTA, pH 8) bloqueamos con BSA al 4% en tampón fosfato e incubamos las muestras
con el complejo estreptavidina-peroxidasa en tampón de bloqueo (dilución 1:25).
Finalmente, visualizamos la reacción mediante la diaminobenzidina (DAB) y H2O2. La
DAB reacciona con las muestras marcadas dando lugar a un sustrato insoluble de color
marrón. Contrateñimos las muestras con verde metilo para ver las células TUNEL
negativas. Por último se realizaron 3 pases rápidos en alcohol de 100º, se bañaron las
muestras en xilol durante 5 min y se montaron las muestras con DePeX. Todos los
lavados de las muestras los realizamos con tampón tris salino (20 mM Tris pH 7.6, 140
mM NaCl). Para realizar los controles negativos, las secciones se incubaron sin la
enzima. Los núcleos normales que tuvieron un número relativamente insignificante de
extremos 3´OH del ADN no se tiñeron.
Cuantificamos la fragmentación del ADN contando las neuronas positivas en el
stratum pyramidale del área CA1 dorsal de ambos hemisferios con un aumento de
1000X. Normalizamos los datos por 1 mm de longitud de CA1 utilizando un programa
de análisis de imagen (Image ProPlus).
Figura 11: Fundamento de la técnica TUNEL: reacción de adición de
deoxinucleótidos trifosfato (dNTP) conjugados con biotina a los extremos 3’OH de los
fragmentos de ADN catalizada por la enzima deoxirribonucleotidil transferasa terminal
(TdT).
Roturas de la cadena del
ADN
Adición de dNTP marcados
con biotina al extremo 3´-OH
del ADN
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4.3 Inmunohistoquímica y análisis de procaspasa-3
Desparafinamos las muestras en xilol durante 10 min, las rehidratamos en
alcoholes a porcentajes decrecientes (100º, 90º, 80º, 70º) y las lavamos en agua
destilada. Para desenmascarar los antígenos sumergimos las muestras durante 20 min en
tampón citrato 0.01 M pH 6.0 hirviendo y las dejamos enfriar otros 20 min.
Seguidamente bloqueamos con seroalbúmina bovina (BSA) al 1.5% en TBS y las
incubamos 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo primario (generado en conejo
frente a la procaspasa-3 humana, Sana Cruz, dilución 1:200). Para inhibir la peroxidasa
endógena sumergimos las secciones en H2O2 al 3% en metanol. La inmunorreactividad
se visualizó incubando con un anticuerpo secundario universal biotinilado (1:200)
durante 1 h seguido del complejo estreptavidina-peroxidasa (Vectastatin Universal
Quick Kit, Vector Laboratories) y diaminobenzidina al 0.06%, H2O2 al 0.2%.
Contrateñimos las muestras con hematoxilina para ver las células procaspasa-3
negativas. Las muestras se deshidrataron en alcoholes a porcentajes crecientes (70º, 80º,
90º, 100º), se bañaron en xilol durante 5 min y se montaron las muestras con DePeX.
Todos los lavados de las muestras los realizamos con tampón tris salino (20 mM Tris
pH 7.6, 140 mM NaCl). Para realizar los controles negativos, las muestras se incubaron
sin el anticuerpo primario.
Cuantificamos la inmunorreactividad contando las neuronas positivas en el
stratum pyramidale del área CA1 dorsal de ambos hemisferios con un aumento de
1000X. Normalizamos los datos por 1 mm de longitud de CA1 utilizando un programa
de análisis de imagen (Image ProPlus).
4.4 Inmunohistoquímica y análisis de caspasa-3 activa
Desparafinamos las muestras en xilol durante 10 min, las rehidratamos en
alcoholes a porcentajes decrecientes (100º, 90º, 80º, 70º) y las lavamos en agua
destilada. Para desenmascarar los antígenos sumergimos las muestras durante 20 min en
tampón citrato 0.01 M pH 6.0 hirviendo y las dejamos enfriar otros 20 min.
Seguidamente bloqueamos con seroalbúmina bovina (BSA) al 1.5% en TBS y las
incubamos 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo primario (generado en conejo
frente a la caspasa-3 activa de ratón, Alexis Biochemicals, dilución 1:10). Para inhibir la
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peroxidasa endógena sumergimos las secciones en H2O2 al 3% en metanol. La
inmunorreactividad se visualizó incubando con un anticuerpo secundario universal
biotinilado (1:200) durante 1 h seguido del complejo estreptavidina-peroxidasa
(Vectastatin Universal Quick Kit, Vector Laboratories) y diaminobenzidina al 0.06%,
H2O2 al 0.2%. Contrateñimos las muestras con hematoxilina para ver las células
caspasa-3 negativas. Las muestras se deshidrataron en alcoholes a porcentajes crecientes
(70º, 80º, 90º, 100º), se bañaron en xilol durante 5 min y se montaron las muestras con
DePeX. Todos los lavados de las muestras los realizamos con tampón tris salino (20
mM Tris pH 7.6, 140 mM NaCl). Para realizar los controles negativos, las muestras se
incubaron sin el anticuerpo primario.
Cuantificamos la inmunorreactividad contando las neuronas positivas en el
stratum pyramidale del área CA1 dorsal de ambos hemisferios con un aumento de
1000X. Normalizamos los datos por 1 mm de longitud de CA1 utilizando un programa
de análisis de imagen (Image ProPlus).
4.5 Inmunohistoquímica y análisis de SOD-1
Desparafinamos las muestras en xilol durante 10 min, las rehidratamos en
alcoholes a porcentajes decrecientes (100º, 90º, 80º, 70º) y las lavamos en agua
destilada. Para inhibir la peroxidasa endógena sumergimos las secciones en H2O2 al 3%
en metanol. Seguidamente bloqueamos con seroalbúmina bovina al 1.5% en TBS e
incubamos las muestras a 4ºC toda la noche con el anticuerpo primario (generado en
conejo frente a la SOD-1 de rata, Stressgen, dilución 1:500). La inmunorreactividad se
visualizó incubando con un anticuerpo secundario universal biotinilado (1:200) durante
1 h seguido del complejo estreptavidina-peroxidasa (Vectastatin Universal Quick Kit,
Vector Laboratories) y diaminobenzidina al 0.06%, H2O2 al 0.2%. Contrateñimos las
muestras con verde metilo para ver las células SOD-1 negativas. Por último se
realizaron 3 pases rápidos en alcohol de 100º, se bañaron las muestras en xilol durante 5
min y se montaron las muestras con DePeX. Todos los lavados de las muestras los
realizamos con tampón tris salino (20 mM Tris pH 7.6, 140 mM NaCl). Para realizar los
controles negativos, las muestras se incubaron sin el anticuerpo primario.
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Cuantificamos la inmunorreactividad contando las neuronas positivas en el
stratum pyramidale del área CA1 dorsal de ambos hemisferios con un aumento de
1000X. Normalizamos los datos por 1 mm de longitud de CA1 utilizando un programa
de análisis de imagen (Image ProPlus).
4.6 Inmunohistoquímica y análisis de SOD-2
Desparafinamos las muestras en xilol durante 10 min, las rehidratamos en
alcoholes a porcentajes decrecientes (100º, 90º, 80º, 70º) y las lavamos en agua
destilada. Para desenmascarar los antígenos sumergimos las muestras durante 20 min en
tampón citrato 0.01 M pH 6.0 hirviendo y las dejamos enfriar otros 20 min.
Seguidamente bloqueamos con seroalbúmina bovina al 1.5% en TBS e incubamos las
muestras a 4ºC toda la noche con el anticuerpo primario (generado en conejo frente a la
SOD-2 de rata, Stressgen, dilución 1:100). Para inhibir la peroxidasa endógena
sumergimos las secciones en H2O2 al 3% en metanol. La inmunorreactividad se
visualizó incubando con un anticuerpo secundario universal biotinilado (1:200) durante
1 h seguido del complejo estreptavidina-peroxidasa (Vectastatin Universal Quick Kit,
Vector Laboratories) y diaminobenzidina al 0.06%, H2O2 al 0.2%. Contrateñimos las
muestras con hematoxilina para ver las células SOD-2 negativas. Las muestras se
deshidrataron en alcoholes a porcentajes crecientes (70º, 80º, 90º, 100º), se bañaron en
xilol durante 5 min y se montaron las muestras con DePeX. Todos los lavados de las
muestras los realizamos con tampón tris salino (20 mM Tris pH 7.6, 140 mM NaCl).
Para realizar los controles negativos, las muestras se incubaron sin el anticuerpo
primario.
Cuantificamos la inmunorreactividad contando las neuronas positivas en el
stratum pyramidale del área CA1 dorsal de ambos hemisferios con un aumento de
1000X. Normalizamos los datos por 1 mm de longitud de CA1 utilizando un programa
de análisis de imagen (Image ProPlus).
5. WESTERN BLOT DE CASPASA-3, SOD-1 Y SOD-2 EN EXTRACTOS
DE HIPOCAMPO
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Para corroborar los resultados obtenidos por inmunohistoquímica, analizamos
las proteínas por western blot. Para ello utilizamos tejido fresco en lugar de tejido
fijado. Los jerbos fueron anestesiados y decapitados con una guillotina. Extrajimos
rápidamente los hipocampos y los congelamos en nitrógeno líquido. Resuspendimos las
muestras en Tris/HCl (50 mM, pH 7.8), EDTA (1 mM), DTT (1 mM), PMSF (100
μg/ml), pepstatina A (2 μg/ml), leupeptina (2 μg/ml), inhibidor de tripsina (10 μg/ml),
benzamidina (0.2 mM) y las disociamos mecánicamente. Medimos la concentración
total de proteína mediante el ensayo de proteína BCA (Pierce) y corrimos cantidades
equivalentes de proteína en un gel de electroforesis de poliacrilamida al 10% o al 15%.
Transferimos las proteínas a membranas de nitrocelulosa (Pall; Life Sciences) y
bloqueamos con leche desnatada en polvo al 5% en TBS con Tween 20 al 0.05%
durante 1 h. Seguidamente incubamos a 4ºC toda la noche con los anticuerpos primarios
(generado en conejo frente a la procaspasa-3, Santa Cruz, dilución 1:100; generado en
conejo frente a la caspasa-3 activa, Cell Signaling, dilución 1:500; generado en conejo
frente a la SOD-1, Stressgen, dilución 1:50000; generado en conejo frente a la SOD-2,
Stressgen, dilución 1:50000). Utilizamos la β-actina como control de carga de proteína
(anticuerpo generado en ratón frente a la β-actina, Sigma, dilución 1:10000). Incubamos
las membranas con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
(anti-conejo o anti-ratón, Santa Cruz, CA, dilución 1:5000). Detectamos la
quimioluminiscencia con un kit de detección de ECL western blot (Amersham
Pharmacia) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
6. TEST DE LOCALIZACIÓN DE OBJETOS
El test de localización de objetos es una tarea de memoria espacial que depende
del hipocampo. Está basado en la tendencia espontánea y natural de los roedores a
explorar la novedad. El método de localización de objetos que utilizamos en esta tesis se
adaptó para los jerbos a partir de los métodos utilizados en ratas (Ennaceur et al., 1997).
Introdujimos a los animales 5 min al día en un campo (una caja cúbica de 40 cm
de lado, de PVC gris) los cinco días previos al día de la isquemia y los dos días
posteriores para reducir su ansiedad. A las 72 h de reperfusión introdujimos a los
animales en el campo con dos objetos idénticos (botellas de vidrio cilíndricas lo
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suficientemente pesadas como para evitar que los animales las movieran; altura: 22 cm,
diámetro: 9 cm) y les permitimos explorarlos durante 30 s (T1, experimento muestra).
Cronometramos la exploración de los objetos cuando los animales olisquean, tocan con
los bigotes o miran los objetos a menos de 2 cm de distancia. Al día siguiente
cambiamos uno de los objetos a un nuevo lugar. Observamos y cronometramos durante
3 min el tiempo que emplean explorando los objetos en la localización nueva y en la
familiar (T2, experimento de reconocimiento) (figura 12). Equilibramos entre los
grupos las localizaciones de los objetos y el campo se limpió con ácido acético al 0.1%
entre cada experimento para borrar las pistas olfativas.
Utilizamos el tiempo de conducta exploratoria para calcular un índice de
memoria (IM), tal como describieron Blalock y colaboradores (2003): IM=(N-F)/(N+F),
donde N es el tiempo empleado en explorar el objeto en la localización nueva y F es el
tiempo empleado en explorar el objeto en la localización familiar. Por lo tanto cuanto
mayor sea IM, mejor memoria tendrán los animales.
Figura 12: Protocolo experimental del test de localización de objetos, que sirve para
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7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Realizamos el análisis estadístico con el asesoramiento del Servicio de
Bioestadística del Hospital Universitario La Paz utilizando el paquete estadístico SPSS,
versión 10.0 para windows.
Expresamos los resultados como medias aritméticas ± error estándar de la media.
Determinamos las diferencias estadísticas con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
y el análisis de la varianza (ANOVA), seguido del test post hoc de Bonferroni.
Consideramos las diferencias estadísticamente significativas cuando p<0.05.
V. RESULTADOS
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1. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS
Los parámetros fisiológicos, que incluyeron la presión sanguínea arterial, la
frecuencia cardiaca y la glucosa en sangre arterial, permanecieron en los niveles
normales y no mostraron diferencias significativas entre los grupos antes, durante o
después de la oclusión bilateral de las arterias carótidas comunes, a excepción de la
presión arterial que ascendió en todos los grupos durante la isquemia debido a la
oclusión de las arterias, excepto en los grupos control (tabla 1). Este modelo de
isquemia global no produce una alta mortalidad. No hubo diferencias estadísticamente
significativas en la mortalidad entre los grupos experimentales.
Parámetros Grupos Basal Oclusión Reperfusión
Sham 74.1 ± 2.9 72.1 ± 2.7 * 70.0 ± 2.8
Sham + Gal 10 75.3 ± 2.1 73.5 ± 1.9 71.3 ± 1.5
Presión sanguínea arterial
media
(mm Hg) Shan + Meca 10 74.7 ± 1.2 73.2 ± 1.6 71.0 ± 2.1
Isquemia 78.0 ± 2.6 111.0 ± 3.9 75.4 ± 2.8
Mecamilamina 10 mg/kg 73.4 ± 1.8 105.0 ± 1.7 74.4 ± 3.3
Galantamina 1 mg/kg 73.4 ± 5.3 99.1 ± 3.6 72.8 ± 2.1
Galantamina 10 mg/kg 74.9 ± 1.6 99.4 ± 2.1 71.0 ± 2.4
Meca 10 + Gal 10 76.3 ± 2.6 104.9 ± 3.6 75.3 ± 3.3
Memantina 10 mg/kg 73.4 ± 3.9 99.0 ± 5.3 71.9 ± 1.8
Memantina 20 mg/kg 75.1 ± 3.2 101.9 ± 4.1 69.1 ± 3.6
Gal 10 + Mem 10 70.1 ± 4.1 102.9 ± 4.5 64.3 ± 3.0
Sham 337.5 ± 24.4 315.0 ± 12.0 281.3 ± 10.0
Sham + Gal 10 325.6 ± 14.3 303.6 ± 13.5 273.5 ± 12.7
Frecuencia cardiaca
(lpm)
Sham + Meca 10 332.3 ± 17.2 319.8 ± 12.4 270.9 ± 18.2
Isquemia 368.6 ± 20.9 360.0 ± 18.5 336.4 ± 19.9
Mecamilamina 10 mg/kg 309.0 ± 13.9 326.3 ± 10.1 306.0 ± 12.2
Galantamina 1 mg/kg 306.4 ± 22.6 335.6 ± 22.8 313.1 ± 15.6
Galantamina 10 mg/kg 303.8 ± 10.0 361.9 ± 24.8 291.4 ± 16.7
Mecamilamina + Gal 10 298.1 ± 10.4 307.5 ± 13.6 320.6 ± 19.6
Memantina 10 mg/kg 300.0 ± 16.0 302.1 ± 25.0 317.1 ± 21.3
Memantina 20 mg/kg 301.9 ± 24.3 288.8 ± 16.2 296.3 ± 10.5
Gal 10 + Mem 10 266.3 ± 16.6 267.0 ± 27.8 240.0 ± 10.1
Sham 99.9 ± 7.0 103.0 ± 5.1 104.4 ± 5.5
Sham + Gal 10 85.9 ± 5.2 90.5 ± 6.3 89.5 ± 4.3
Glucosa sanguínea arterial
(mg/dl)
Sham + Meca 10 101.0 ± 6.4 105.2 ± 5.6 98.2 ± 4.8
Isquemia 79.9 ± 4.4 110.5 ± 8.4 107.4 ± 5.5
Mecamilamina 10 mg/kg 113.0 ± 9.9 124.4 ± 9.9 122.4 ± 6.1
Galantamina 1 mg/kg 108.4 ± 6.6 124.3 ± 9.4 110.0 ± 7.8
Galantamina 10 mg/kg 114.0 ± 9.4 126.4 ± 7.1 122.7 ± 8.2
Mecamilamina + Gal 10 82.1 ± 8.5 107.6 ± 7.9 107.1 ± 7.9
Memantina 10 mg/kg 86.3 ± 4.4 110.1 ± 5.5 91.0 ± 3.2
Memantina 20 mg/kg 92.0 ± 1.9 112.9 ± 4.0 98.0 ± 5.6
Gal 10 + Mem 10 105.0 ± 9.8 114.0 ± 9.3 109.5 ± 7.7
Tabla 1: Parámetros fisiológicos
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2. EXISTENCIA Y CALIBRE DE LAS ARTERIAS COMUNICANTES
POSTERIORES
Al evaluar la existencia y calibre de las arterias comunicantes posteriores en 60
animales, un 30% de ellos presentó arterias de un calibre importante (< 50 μm), siendo
clasificados con grado 3 o mayor.
3. EFECTO NEUROPROTECTOR DEL PRE-TRATAMIENTO CON
GALANTAMINA Y SU COMBINACIÓN CON MEMANTINA FRENTE
A LA ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL
La evaluación de la lesión en el hipocampo causada por la isquemia global en este
modelo ofrece una medida cuantitativa de la eficacia de la intervención farmacológica.
El índice usado para detectar diferencias en la lesión producida viene dado por el
número de neuronas piramidales viables en CA1 por milímetro de longitud en las
secciones teñidas con hematoxilina-eosina.
Imágenes representativas de los principales grupos de tratamiento se muestran
en la figura 13 y los datos obtenidos en la figura 14. Los animales del grupo control
mostraron 23951.8 neuronas viables/mm. Es notable la pronunciada pérdida neuronal
producida por la isquemia, que redujo el número de neuronas hasta 4315.1
neuronas/mm. La neuroprotección ejercida por la galantamina fue dosis-dependiente. A
la dosis de 1 mg/kg, la galantamina no aumentó significativamente el número de
neuronas viables/mm (6118.8) mientras que a la dosis de 10 mg/kg se observaron
17130.2 neuronas/mm. El tratamiento con el antagonista nicotínico mecamilamina
bloqueó el efecto neuroprotector obtenido con la galantamina (348.5 neuronas/mm).
Los animales tratados con el antagonista de receptores NMDA memantina no
mostraron neuroprotección a la dosis de 10 mg/kg (7819.9 neuronas/mm) ni a la de 20
mg/kg (4315.7 neuronas/mm). Sin embargo, la combinación de galantamina 10 mg/kg
con memantina 10 mg/kg aumentó el número de neuronas viables/mm hasta 22720,
valor parecido al de los animales del grupo control.
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Figura 13: Efecto neuroprotector del pretratamiento con galantamina y su
combinación con memantina. Microfotografías del estrato piramidal de CA1 teñido
con hematoxilina y eosina de los grupos experimentales indicados en cada fotografía.
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Figura 14: Efecto neuroprotector del pretratamiento con galantamina y su
combinación con memantina. Histograma con los datos de cada grupo experimental (n
= 8) expresados como media ± error estándar. ***p<0.001 comparado con sham;
##p<0.01 comparado con isquemia; ###p<0.001 comparado con isquemia; $$p<0.01
comparado con galantamina 10 mg/kg.
De los datos anteriores se desprende que la galantamina a la dosis de 10 mg/kg
alcanzó el 72% del número de neuronas viables del grupo control, y la combinación de
10 mg/kg de galantamina con 10 mg/kg de memantina alcanzó el 95%.
Realizamos varios grupos control para excluir posibles efectos de los fármacos
sobre el número de neuronas piramidales viables. Estos grupos incluyeron animales
control tratados con mecamilamina (23033.8 neuronas/mm), animales control tratados
con galantamina (2529.4 neuronas/mm), y animales sometidos a isquemia tratados con
mecamilamina (3020.0 neuronas/mm); ninguno de estos grupos presentó diferencias
estadísticamente significativas respecto a sus respectivos controles.
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4.1 Los tratamientos disminuyeron la fragmentación del ADN en las neuronas
piramidales de CA1. Implicación de la activación del receptor nicotínico.
Imágenes representativas de los principales grupos de tratamiento se muestran en la
figura 15 y los datos obtenidos en la figura 16. Los animales del grupo control apenas
mostraron neuronas positivas al TUNEL (10.4 neuronas/mm); sin embargo, en el
grupo isquemia observamos un aumento muy notorio de la fragmentación del ADN
(25242.4 neuronas/mm). El tratamiento con galantamina redujo la fragmentación del
ADN de manera dosis-dependiente: con 1 mg/kg de galantamina el número de neuronas
positivas al TUNEL fue 6022.9, y con 10 mg/kg obtuvimos 74.9 neuronas/mm,
prácticamente los valores observados en el grupo control. El efecto neuroprotector de la
galantamina se perdió en los animales que recibieron mecamilamina además de
galantamina (17419.6 neuronas/mm). Este resultado sugiere que la prevención de la
fragmentación del ADN observada en los animales tratados con galantamina está
mediada por receptores nicotínicos.
El tratamiento con memantina también redujo la fragmentación del ADN: con 10
mg/kg observamos 4414.9 neuronas/mm, y con 20 mg/kg observamos 10735.4
neuronas/mm. La dosis más efectiva, por tanto, volvió a ser la de 10 mg/kg. El
tratamiento con la combinación de galantamina 10 mg/kg y memantina 10 mg/kg redujo
la fragmentación a 00.1 neuronas/mm, prácticamente los valores observados en el
grupo control.
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Figura 15: Galantamina, memantina y su combinación reducen la
fragmentación del ADN en las neuronas piramidales de CA1. Microfotografías del
estrato piramidal de CA1 teñido con TUNEL de los grupos experimentales indicados en
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Figura 16: Galantamina, memantina y su combinación reducen la fragmentación del
ADN en las neuronas piramidales de CA1. Histograma con los datos de cada grupo
experimental (n = 8) expresados como media ± error estándar. ***p<0.001
comparado con control; ###p<0.001 comparado con isquemia; $$$p<0.001
comparado con galantamina 10 mg/kg.
4.2 Los tratamientos disminuyeron la expresión de caspasa-3 en el hipocampo
independientemente de la activación del receptor nicotínico.
La fragmentación del ADN se relaciona con la apoptosis. Sin embargo la técnica
de TUNEL también puede teñir células necróticas. Por ello, analizamos otro parámetro
adicional relacionado con la apoptosis: la caspasa-3. Medimos la expresión de la
proteína, tanto del zimógeno como de la forma activa, en las neuronas piramidales de
CA1 por inmunohistoquímica, y en el hipocampo entero, incluyendo CA1, CA3 y giro
dentado, por western blot.
Imágenes representativas de los principales grupos de tratamiento, así como el
western blot, se muestran en la figura 17; los datos obtenidos se muestran en la figura
18. Los animales del grupo control apenas mostraron neuronas positivas (10.7
neuronas/mm); sin embargo, la isquemia produjo un aumento muy notorio en la
expresión de procaspasa-3 (378.1 neuronas/mm). El tratamiento con galantamina
redujo los niveles de procaspasa-3: con 1 mg/kg de galantamina el número de neuronas
positivas fue 32.4, y con 10 mg/kg obtuvimos 84.4 neuronas/mm, prácticamente los
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grupo control unos niveles de proteína similares a los del grupo isquemia; la expresión
de esta proteína se redujo en gran medida en los grupos tratados con galantamina y la
mecamilamina no bloqueó el efecto de galantamina.
El tratamiento con memantina también redujo la expresión de procaspasa-3: con
10 mg/kg observamos 41.8 neuronas/mm, y con 20 mg/kg observamos 10.3
neuronas/mm. El tratamiento con la combinación de galantamina 10 mg/kg y
memantina 10 mg/kg redujo la expresión hasta 51.5 neuronas/mm.
En cuanto a la caspasa-3 activa (figuras 19 y 20), los animales del grupo control
mostraron pocas neuronas positivas (62.2 neuronas/mm). La isquemia global
transitoria indujo un marcado aumento de neuronas piramidales con caspasa-3 activa
(6723.9 neuronas/mm). El tratamiento con 1 y 10 m/kg de galantamina redujo los
niveles de caspasa-3 activa hasta 164.8 neuronas/mm y 143.7 neuronas/mm,
respectivamente. En este caso, la mecamilamina no bloqueó el efecto de galantamina
(195.3 neuronas/mm). El western blot de caspasa-3 activa mostró que sólo el grupo
isquemia tuvo niveles de proteína detectables.
El tratamiento con memantina también redujo la expresión de caspasa-3 activa:
con 10 mg/kg observamos 266.9 neuronas/mm, y con 20 mg/kg observamos 257.7
neuronas/mm. El tratamiento con la combinación de galantamina 10 mg/kg y
memantina 10 mg/kg redujo la expresión a 133.4 neuronas/mm.
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Figura 17: Galantamina, memantina y su combinación reducen la expresión
de procaspasa-3 en las neuronas piramidales de CA1. (A) Microfotografías de la
inmunohistoquímica de procaspasa-3 en el estrato piramidal de CA1 de los grupos
experimentales indicados en cada fotografía. Barra de calibración de 40 μm. (B)
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Figura 18: Galantamina, memantina y su combinación reducen la expresión
de procaspasa-3 en las neuronas piramidales de CA1. Histograma con los datos de
cada grupo experimental (n = 8) expresados como media ± error estándar. ***p<0.001
comparado con control; ##p<0.01 comparado con isquemia; ###p<0.001 comparado
con isquemia.
Figura 20: Galantamina, memantina y su combinación reducen la expresión
de caspasa-3 activa en las neuronas piramidales de CA1. Histograma con los datos
de cada grupo experimental (n = 8) expresados como media ± error estándar.
***p<0.001 comparado con control; ##p<0.01 comparado con isquemia; ###p<0.001
comparado con isquemia.
Isquemia global
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Figura 19: Galantamina, memantina y su combinación reducen la expresión de
caspasa-3 activa en las neuronas piramidales de CA1. (A) Microfotografías de la
inmunohistoquímica de caspasa-3 activa en el estrato piramidal de CA1 de los grupos
experimentales indicados en cada fotografía. Barra de calibración de 40 μm. (B)
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4.3 Los tratamientos aumentaron la expresión de SOD-1 en el hipocampo.
Implicación de la activación del receptor nicotínico.
En la isquemia y, sobre todo, en la reperfusión se produce gran cantidad de
radicales libres. Por ello resulta interesante analizar la expresión de enzimas
antioxidantes como la SOD-1.
Imágenes representativas de los principales grupos de tratamiento, así como el
western blot, se muestran en la figura 21; los datos obtenidos se muestran en la figura
22. Las neuronas positivas a SOD-1 disminuyeron desde 13831.6 en los animales del
grupo control hasta 74.9 neuronas/mm en el grupo isquemia. A la dosis de 1 mg/kg, la
galantamina no incrementó el número de neuronas positivas a SOD-1; sin embargo, a la
dosis de 10mg/kg sí observamos un aumento significativo de neuronas SOD-1 positivas,
concretamente 10534.8 neuronas/mm. El tratamiento con mecamilamina bloqueó el
efecto de galantamina (30.5 neuronas/mm). El western blot de SOD-1 mostró unos
niveles de proteína similares en el grupo isquemia y en el grupo control, que se
restablecieron en el grupo tratado con galantamina 10 mg/kg. El tratamiento con
mecamilamina bloqueó el efecto de galantamina.
El tratamiento con memantina no aumentó la expresión de SOD-1: con 10 mg/kg
observamos 178.4 neuronas/mm, y con 20 mg/kg observamos 10.7 neuronas/mm. Sin
embargo, la combinación de galantamina 10 mg/kg y memantina 10 mg/kg aumentó la
expresión de SOD-1 hasta 12035.1 neuronas/mm.
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Figura 21: Galantamina, memantina y su combinación aumentan la expresión de
SOD-1 en las neuronas piramidales de CA1. (A) Microfotografías de la
inmunohistoquímica de SOD-1 en el estrato piramidal de CA1 de los grupos
experimentales indicados en cada fotografía. Barra de calibración de 40 μm. (B)
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Figura 22: Galantamina, memantina y su combinación aumentan la expresión de
SOD-1 en las neuronas piramidales de CA1. Histograma con los datos de cada grupo
experimental (n = 8) expresados como media ± error estándar. ***p<0.001 comparado
con control; ###p<0.001 comparado con isquemia; $$$p<0.001 comparado con
galantamina 10 mg/kg.
4.4 Los tratamientos disminuyeron la expresión de SOD-2 en el hipocampo.
Implicación de la activación del receptor nicotínico.
También analizamos la enzima inducible SOD-2 mediante inmunohistoquímica
y western blot. Imágenes representativas de los principales grupos de tratamiento, así
como el western blot, se muestran en la figura 23; los datos obtenidos se muestran en la
figura 24. Después de la isquemia aumentaron los niveles de SOD-2 en comparación
con el grupo control, llegando hasta 9528.6 neuronas/mm. El tratamiento con
galantamina redujo el número de neuronas positivas a 52.5 neuronas/mm a la dosis de
1 mg/kg y a 10.6 neuronas/mm a la dosis de 10 mg/kg. De nuevo, la mecamilamina
bloqueó estos efectos (5615.7 neuronas/mm). En el western blot se refleja también la
inducción de esta proteína por la isquemia, que se restablece en el grupo tratado con
galantamina 10 mg/kg. El tratamiento con mecamilamina bloqueó el efecto de
galantamina.
El tratamiento con memantina redujo de manera dosis-dependiente la expresión
de SOD-2; 7.63.7 neuronas/mm a la dosis de 10 mg/kg y 196.0 neuronas/mm a la
dosis de 20 mg/kg. Asimismo, la combinación de galantamina 10 mg/kg con memantina
10 mg/kg también mostró una reducción significativa del número de neuronas SOD-2
positivas (31.4 neuronas/mm).
Isquemia global
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Figura 23: Galantamina, memantina y su combinación reducen la expresión de
SOD-2 en las neuronas piramidales de CA1. (A) Microfotografías de la
inmunohistoquímica de SOD-2 en el estrato piramidal de CA1 de los grupos
experimentales indicados en cada fotografía. Barra de calibración de 40 μm. (B)
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Figura 24: Galantamina, memantina y su combinación reducen la expresión de
SOD-2 en las neuronas piramidales de CA1. Histograma con los datos de cada grupo
experimental (n = 8) expresados como media ± error estándar. ***p<0.001 comparado
con control; ###p<0.001 comparado con isquemia; $$$p<0.001 comparado con
galantamina 10 mg/kg.
5. EL EFECTO NEUROPROTECTOR DE GALANTAMINA SE
CONSERVÓ CUANDO SE ADMINISTRÓ DESPUÉS DE LA ISQUEMIA
CEREBRAL GLOBAL
Partiendo de los resultados obtenidos con el protocolo de pre-tratamiento,
diseñamos protocolos de tratamiento post-isquemia con el fármaco y la dosis
neuroprotectoras. Comenzamos aumentando la ventana de tratamiento hasta 3 h.
La figura 25 muestra las microfotografías con los parámetros analizados donde
se puede observar que el efecto protector de la galantamina se mantiene incluso cuando
se administra 3 h después de realizar la oclusión bilateral de las arterias carótidas
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Figura 25: Galantamina 10 mg/kg administrada 3 h post-isquemia ejerce
neuroprotección y reduce la fragmentación del ADN, la caspasa-3 activa y la SOD-
2. Microfotografías de las tinciones en el estrato piramidal de CA1. Barras de
calibración de 40 m.
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En esta batería de experimentos la isquemia redujo el número de neuronas
piramidales viables/mm de 20226.4 a 4613. El tratamiento con galantamina, 3 h
después de la isquemia, a la dosis de 10 mg/kg aumentó este número significativamente
hasta 14823 neuronas/mm, un 73% del número de neuronas viables del grupo control
(figura 26).
Figura 26: Galantamina 10 mg/kg administrada 3 h post-isquemia ejerce
neuroprotección. Histograma con los datos de cada grupo experimental (n = 8)
expresados como media ± error estándar. ***p<0.001 comparado con control; ##p<0.01
comparado con isquemia.
El efecto neuroprotector de galantamina administrada 3 h post-isquemia se
corroboró con la técnica de TUNEL y la expresión de caspasa-3 activa. No se
observaron neuronas positivas a TUNEL en los animales del grupo control mientras que
aparecieron 23053.5 en el grupo isquemia. La galantamina redujo este número a
259.4 neuronas/mm (figura 27). No se observaron neuronas positivas a caspasa-3 en
los animales del grupo control mientras que aparecieron 9831.1 en el grupo isquemia.
El tratamiento con la galantamina, 3 h después de la isquemia, a la dosis de 10 mg/kg
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Figura 27: Galantamina 10 mg/kg administrada 3 h post-isquemia reduce la
fragmentación del ADN. Histograma con los datos de cada grupo experimental (n = 8)
expresados como media ± error estándar. **p<0.01 comparado con control; ##p<0.01
comparado con isquemia.
Figura 28: Galantamina 10 mg/kg administrada 3 h post-isquemia reduce la
caspasa-3 activa. Histograma con los datos de cada grupo experimental (n = 8)
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Las neuronas positivas a SOD-1 disminuyeron desde 19233.2 en el grupo
control hasta 309.4 neuronas/mm en el grupo isquemia; el tratamiento con la
galantamina, 3 h después de la isquemia, a la dosis de 10 mg/kg elevó este valor a
13614.4 neuronas/mm (figura 29).
Figura 29: Galantamina 10 mg/kg administrada 3 h post-isquemia aumenta la
SOD-1. Histograma con los datos de cada grupo experimental (n = 8) expresados como
media ± error estándar. ***p<0.001 comparado con control; ##p<0.01 comparado con
isquemia.
Figura 30: Galantamina 10 mg/kg administrada 3 h post-isquemia reduce la SOD-
2. Histograma con los datos de cada grupo experimental (n = 8) expresados como media
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En vista de estos resultados, quisimos aumentar aún más la ventana terapéutica
llegando hasta 6 h post-isquemia, pero el efecto neuroprotector ya no fue
estadísticamente significativo. En los animales del grupo control observamos 1824.5
neuronas/mm, mientras que en el grupo isquemia observamos 126.4 neuronas/mm y en
los animales tratados con galantamina 6 h después de inducir la isquemia global,
observamos 6323.1 neuronas/mm (figura 31).
Figura 31: Efecto sobre la neuroprotección de galantamina 10 mg/kg administrada
6 h post-isquemia. Histograma con los datos de cada grupo experimental (n = 8)
expresados como media ± error estándar. ***p<0.001 comparado con control.
6. EL TRATAMIENTO CON GALANTAMINA RECUPERÓ LA
MEMORIA ESPACIAL: TEST DE LOCALIZACIÓN DE OBJETOS
Quisimos correlacionar los hallazgos histológicos con un test de memoria
espacial para poder evaluar el funcionamiento del hipocampo. Para ello, establecimos
las condiciones experimentales en las que los fármacos mostraron los efectos más
relevantes: galantamina 10 mg/kg administrada 3 h post-isquemia y memantina 10
mg/kg.
Observamos una diferencia clara en la ejecución del test por parte de los
animales, dependiendo del grupo experimental al que pertenecieran (figura 32). Los
animales del grupo control diferenciaron la nueva localización de la localización
familiar, mientras que los animales sometidos a isquemia no lo hicieron. Los animales
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la capacidad de diferenciar la localización nueva de la familiar; sin embargo, esta
capacidad estaba disminuida en los animales tratados con mecamilamina además de
galantamina. Los animales tratados con 10 mg/kg de memantina 30 min antes de la
isquemia no fueron capaces de diferenciar la localización nueva de la familiar.
Realizamos un grupo control adicional tratado con galantamina sin isquemia, para
observar si el fármaco tenía efecto nootrópico, y otro grupo control tratado con
mecamilamina sin isquemia para descartar que la mecamilamina por sí sola redujese la
memoria espacial, pero ninguno de los dos mostró diferencias estadísticamente
significativa con respecto al grupo control.
Figura 32: Recuperación de la memoria espacial después de la administración de
galantamina 10 mg/kg 3 h post-isquemia. Histograma con los datos de cada grupo
experimental (n = 10) expresados como media ± error estándar. **p<0.01 comparado
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1. ANÁLISIS DEL MODELO EXPERIMENTAL EMPLEADO
Los modelos de isquemia global en roedores han sido ampliamente utilizados
para investigar mecanismos patofisiológicos (Kirino, 1982;Pulsinelli & Brierley,
1979;Smith et al., 1984), neuroprotección (Ohtsuki et al., 1996;Dowden et al., 1999) y
conducta (Wang & Corbett, 1990;Corbett et al., 1992;Colbourne et al., 1998). La
susceptibilidad del jerbo a la isquemia por oclusión unilateral o bilateral fue descrita por
primera vez a mediados de los 60 (Levine & Payan, 1966). En este estudio se sugirió
que su vulnerabilidad se debía a un polígono de Willis incompleto o funcionalmente
inadecuado. Estudios anatómicos detallados en los que se estudió la circulación
posterior del jerbo corroboraron la hipótesis original describiendo arteriolas pequeñas,
prácticamente insignificantes (< 50 μm), uniendo la circulación posterior y anterior
(Harrison et al., 1973;Kahn, 1972;Levine & Sohn, 1969). La existencia en los jerbos de
un polígono de Willis incompleto permite obtener, mediante un procedimiento
quirúrgico mucho más simple que los modelos en ratas y ratones, una isquemia global
reproducible. Una oclusión bilateral de 5 min restringe los cambios histopatológicos al
área CA1 del hipocampo dorsal. La consiguiente muerte neuronal no se observa hasta
los 3 ó 4 días después de la isquemia; este fenómeno se conoce como muerte neuronal
retardada (Kirino, 1982). En suma, el modelo de isquemia global en el jerbo ha sido
ampliamente utilizado, principalmente por su relativa simplicidad quirúrgica y la
reproducibilidad de la lesión que se obtiene en el área CA1 del hipocampo. Elegimos
este modelo por su idoneidad para evaluar el grado de protección que ejercen los
fármacos ante una lesión por isquemia en el hipocampo. Decidimos utilizar la oclusión
de dos vasos en el jerbo y no la oclusión de cuatro vasos en la rata porque ésta precisa
de una cirugía compleja en dos pasos quirúrgicos, la realización de un
electroencefalograma y, sobre todo, porque es un modelo con una mortalidad inherente
muy elevada. El modelo del jerbo es más fácil de realizar y la mortalidad es mucho
menor.
Frente a estas ventajas, el modelo tiene también algunos inconvenientes como la
difícil monitorización de los parámetros fisiológicos, una cierta variabilidad en la lesión
que se obtiene y la propensión a las convulsiones de estos animales, que puede sesgar
las escalas de evaluación neurológica. Debido a su pequeño tamaño, la monitorización
de los parámetros fisiológicos es difícil en el jerbo, lo que puede invalidar un estudio de
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neuroprotección ya que los cambios de estos parámetros pueden modificar la lesión
cerebral tras la isquemia. Por este motivo, algunos autores han recomendado no utilizar
este modelo (Traystman, 2003). El control de la temperatura, por ejemplo, es esencial,
ya que la hipotermia en las primeras horas de la reperfusión es neuroprotectora (Clifton
et al., 1989). Por este motivo hemos utilizado sondas rectales de pequeño tamaño que
nos han permitido controlar la temperatura, y hemos colocado a los animales en sus
jaulas inmediatamente después de la cirugía en una incubadora a 30ºC durante 4 horas,
de modo que es improbable que la hipotermia esté contribuyendo a la neuroprotección.
Durante la cirugía nos hemos ayudado de catéteres de diámetro muy reducido que nos
han permitido canular la arteria femoral de los jerbos, pudiendo monitorizar la presión
arterial, la frecuencia cardiaca y la glucemia; así hemos podido excluir aquellos
animales que, de lo contrario, habrían constituido una fuente de variabilidad por tener
parámetros fuera de los límites normales.
Por otro lado, la variabilidad de este modelo se debe fundamentalmente a la
existencia de arterias comunicantes posteriores de importancia, normalmente en un 20%
de los animales (Wang et al., 2002), que se atribuye a heterogeneidad genética. En
nuestro caso, un 30% de los animales presentó un polígono de Willis parcial o
completo. Para poder evitar el sesgo que genera esta característica hemos utilizado dos
criterios de exclusión: la ausencia de ciertos signos observables durante la isquemia
(respiración jadeante y movimientos corporales seguidos de quiescencia con ptosis
bilateral completa y adopción de una postura encorvada) y la lesión unilateral en el
hipocampo en lugar de bilateral, lo que nos ha permitido descartar al 30% de los
animales, porcentaje que se corresponde con el de los jerbos con arterias comunicantes
posteriores de importancia.
El tiempo de oclusión en este modelo suele ser de 5 ó 10 min. Quisimos
minimizar el tiempo de oclusión, dada la gravedad de la lesión producida, y al mismo
tiempo obtener resultados reproducibles; por eso elegimos una oclusión de 5 min.
Asimismo, elegimos estudiar la lesión tras 72 h de reperfusión, dado que a tiempos más
cortos aún no se ha producido la muerte neuronal retardada. Los tiempos más largos de
supervivencia son interesantes para evaluar el efecto neuroprotector de los fármacos a
largo plazo, pero no nos permiten estudiar los mecanismos neuroprotectores.
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La anestesia utilizada en este estudio fue el halotano (2-bromo-2-cloro-1,1,1-
trifluoretano) al 1.5% en oxígeno a 0.75 l/min. El halotano es un anestésico general que
se administra por vía inhalatoria. Los anestésicos inhalatorios dificultan el manejo del
animal, sin embargo nos permiten mantener un plano de anestesia poco profundo en el
momento de la isquemia y reperfusión, necesario para poder observar los signos que
necesitamos verificar durante la isquemia (respiración jadeante y movimientos
corporales seguidos de quiescencia con ptosis bilateral completa y adopción de una
postura encorvada).
En cuanto al método de evaluación de la lesión obtenida, éste ha sido utilizado
por otros autores (Asoh et al., 2002;Noppens et al., 2006;Tanaka et al., 2002). Hay
varias maneras de expresar los datos de densidad celular: número de neuronas por
unidad de longitud o de área del área CA1 del estrato piramidal, como porcentaje, etc.
En la literatura también se han expresado estos resultados utilizando escalas de
valoración, pero este abordaje es excesivamente subjetivo. Aunque en menor medida, el
método que hemos utilizado tampoco está exento de subjetividad. Para mitigarlo la
evaluación se realizó de forma ciega, de manera que el observador desconocía el grupo
experimental al que pertenecían las secciones histológicas.
2. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS
La monitorización de la presión arterial, la frecuencia cardiaca y la glucemia no
es una práctica habitual cuando se utiliza este modelo de isquemia, sin embargo es
esencial en estudios fisiopatológicos y de neuroprotección. En este trabajo la
temperatura se mantuvo constante durante todo el procedimiento quirúrgico y la presión
arterial, frecuencia cardiaca y glucemia se mantuvieron dentro del rango fisiológico y
sin diferencias entre los grupos, antes, durante o después de la oclusión; por lo tanto no
se les puede atribuir ni la variabilidad inter-individual ni las diferencias histológicas y
conductuales encontradas entre los distintos grupos experimentales.
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3. EFECTO NEUROPROTECTOR DE GALANTAMINA, MEMANTINA Y
SU COMBINACIÓN TRAS LA ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL CON
REPERFUSIÓN EN EL JERBO
Los resultados del presente estudio muestran que la galantamina ejerció un
efecto neuroprotector en un modelo de isquemia cerebral global transitoria en el jerbo.
Sin embargo, la memantina no ejerció neuroprotección en este modelo. El efecto de la
galantamina está relacionado con receptores nicotínicos ya que la mecamilamina, un
antagonista nicotínico, bloqueó el efecto de la galantamina. La combinación de
galantamina y memantina ejerció una neuroprotección mayor que cada una por separado
(figura 14).
El perfil farmacológico de la galantamina es en realidad más complejo de lo que
se pensaba. Su efecto clásico de inibición de la acetilcolinesterasa está bien
documentado, así como su acción moduladora alostérica de receptores nicotínicos
(Arroyo et al., 2002). En este estudio se muestra que el bloqueante del receptor
nicotínico mecamilamina suprime los efectos neuroprotectores de galantamina. Por
tanto, los receptores nicotínicos son necesarios para que la galantamina ejerza su efecto
neuroprotector en este modelo experimental. Estos resultados confirman nuestras
observaciones previas en células en cultivo de neuroblastoma humano y cromafines
bovinas, en las que la galantamina protegió frente a beta-amiloide o estrés reticular; esta
protección estaba ligada a receptores nicotínicos (Arias et al., 2004;Arias et al., 2005).
La memantina ha ejercido neuroprotección tras la isquemia focal (Culmsee et
al., 2004;Gorgulu et al., 2000;Seif et al., 1990), sin embargo, también se ha descrito
menos neuroprotección de la esperada en rodajas de hipocampo sometidas a privación
de oxígeno y glucosa (Sobrado et al., 2004). Una estimulación de baja intensidad de los
receptores NMDA protege las células de la muerte mediada por caspasas aumentando el
calcio intracelular (Snider et al., 2002;Yano et al., 1998). De hecho, Ikonomidou y
colaboradores (2000) demostraron que los antagonistas de receptores NMDA podrían
promover un aumento de la muerte celular. Otra posible explicación a la ausencia de
neuroprotección por memantina podría ser la existencia, en el modelo de isquemia con
reperfusión, de otros mecanismos, además de la excesiva activación de los receptores
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NMDA por el glutamato liberado de forma endógena. El hecho de que la galantamina
ejerza mayor neuroprotección apoya esta explicación.
Debido a la multitud de mecanismos implicados en la lesión por isquemia y
reperfusión, es lógico emplear varios fármacos con mecanismos de acción
complementarios con el objetivo de conseguir una mayor neuroprotección. En este
sentido, la combinación de galantamina y memantina logra una protección
prácticamente total en nuestro modelo.
4. EFECTO NEUROPROTECTOR DE GALANTAMINA TRAS LA
ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL CON REPERFUSIÓN EN EL JERBO,
ADMINISTRADA POST-ISQUEMIA
El tiempo que transcurre durante el traslado de los pacientes al hospital y el
diagnóstico de la enfermedad cerebrovascular, hace que sea muy difícil administrar
tratamientos en las primeras horas. Por ello, un hallazgo interesante desde el punto de
vista clínico y práctico de este estudio es que el efecto neuroprotector de galantamina se
mantiene cuando el tratamiento se inicia 3 h después del episodio isquémico.
5. MECANISMOS QUE PARTICIPAN EN EL EFECTO
NEUROPROTECTOR
5.1 Disminución de la fragmentación del ADN y de la caspasa-3.
La isquemia cerebral global transitoria produce muerte celular retardada en las
neuronas piramidales de CA1 en el hipocampo (Kirino, 1982); sin embargo, los
mecanismos implicados no se conocen bien. Se ha confirmado que hay muerte celular
apoptótica mediante escalera de ADN, marcaje de los extremos 3’ y microscopía óptica.
Sin embargo, los cambios morfológicos de la muerte neuronal retardada difieren de los
de la apoptosis típica, y la microscopía electrónica ha revelado características
necróticas. Los resultados descritos en este estudio muestran activación de caspasa-3
después de la isquemia, tal y como estaba descrito (Niwa et al., 2001). El periodo de
reperfusión de 72 h puede ser demasiado largo para estudiar ciertos mecanismos de
muerte o protección. Sin embargo, otros trabajos en la literatura estudian variaciones en
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la caspasa-3, 72 h después de la isquemia o con periodos de reperfusión más largos
(Jang et al., 2003;Wang et al., 2005). La galantamina redujo significativamente el
número de neuronas piramidales positivas a TUNEL y a procaspasa y caspasa-3 activa
después de una isquemia transitoria confirmando de esta forma in vivo el efecto
antiapoptótico descrito previamente in vitro (Arias et al., 2004). La galantamina redujo
también la activación de caspasa-3, independientemente de los receptores nicotínicos.
Sin embargo, en la reducción de la fragmentación del ADN sí estuvieron involucrados,
al menos en parte, los receptores nicotínicos (ver figuras 16 y 20). Este hecho implica
que otros mecanismos, independientes de caspasa-3, también están participando en el
efecto neuroprotector de la galantamina. Estos mecanismos de muerte celular,
independiente de caspasas, se han descrito también en este modelo por otros autores
(Colbourne et al., 1998;Nitatori et al., 1995).
La memantina y su combinación con galantamina también redujeron la
fragmentación del ADN y los niveles de caspasa-3 de manera significativa. Es curioso
que, a pesar de estos resultados positivos, la memantina no aumente la viabilidad de las
neuronas piramidales de CA1. Esto evidencia que, aunque la memantina pueda proteger
de la muerte apoptótica o de la muerte celular con fragmentación del ADN, finalmente
las neuronas acaban muriendo por otras vías.
5.2 Normalización de la expresión de las enzimas SOD-1 y SOD-2.
Está bien documentado que la reperfusión después de la isquemia cerebral
conlleva un aumento excesivo de la producción de especies reactivas de oxígeno que
pueden exacerbar la muerte celular después del episodio isquémico (McCord, 1985). De
esta manera, la actividad de las enzimas antioxidantes en el tejido afectado por la
isquemia-reperfusión es particularmente importante, dado que es la primera defensa
endógena frente al daño inducido por radicales libres. La defensa enzimática frente a
especies activadas de oxígeno implica la acción cooperativa de diferentes enzimas
antioxidantes; este estudio se ha centrado en la SOD-1 (superóxido dismutasa Cu/Zn
citosólica), que es constitutiva y la SOD-2 (superóxido dismutasa Mn mitocondrial),
que es inducible. Otros trabajos en la literatura describen cambios en la SOD-1 y SOD-2
después de la isquemia con 72 h de reperfusión. Kumagai y colaboradores (2004)
realizaron una escala temporal y concluyeron que la isquemia reducía los niveles de
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SOD-1 entre los días 1 y 14 de reperfusión, hallando el nivel mínimo el día 5; y los
niveles de SOD-2 están aumentados por la isquemia ya a los 5 días de la reperfusión.
Hemos confirmado que la inmunoreactividad a SOD-1 disminuye después de la
isquemia-reperfusión tal y como ya se había descrito en este modelo animal Kumagai y
colaboradores (2004). Esta disminución podría estar causada por la gran cantidad de
radicales superóxido generados durante la isquemia y al principio de la reperfusión
(Sakamoto et al., 1991). El tratamiento con galantamina, tanto previo como 3 h después
del episodio isquémico, hizo que aumentase el número de neuronas del estrato piramidal
positivas a SOD-1. La galantamina, mediante el aumento de SOD-1, podría jugar un
papel importante en la prevención de los efectos dañinos de los radicales superóxido y
de su consiguiente muerte neuronal retardada. El aumento de los niveles de SOD-1 se
relacionó con los receptores nicotínicos, ya que el tratamiento con mecamilamina redujo
el número de neuronas SOD-1 inmunorreactivas en los animales tratados con
galantamina. Hay una discrepancia entre los resultados de inmunohistoquímica y los de
western blot, ya que en el western el nivel de SOD-1 en el grupo isquemia se mantuvo
elevado. Esto podría achacarse a que para realizar el western se toma el hipocampo
completo y son considerados otros estratos distintos del piramidal, así como otras áreas
distintas de CA1 (CA3 y el giro dentado son inmunorreactivas a SOD-1 después de la
isquemia).
Con la SOD-2 se observó el patrón opuesto, ya que el número de neuronas
inmunorreactivas aumentó significativamente en animales sometidos a isquemia-
reperfusión; estos resultados están en línea con los anteriormente descritos en este
modelo (Garnier et al., 2001). En nuestros experimentos, los animales tratados con
galantamina, antes o después de la isquemia-reperfusión, mostraron reducción de las
neuronas positivas a SOD-2 y este efecto fue bloqueado por mecamilamina. La
galantamina, por tanto, podría estar protegiendo de la muerte celular causada por los
radicales de oxígeno generados durante el periodo de reperfusión.
El bloqueo por mecamilamina de los efectos de galantamina sobre la SOD-1 y
SOD-2 sugieren que los efectos de la galantamina mediados por receptores nicotínicos
podrían jugar un papel importante en la prevención de los efectos dañinos de los
radicales superóxido. De hecho, Li y colaboradores (2000) describieron que la
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activación de los receptores alfa-7 por el compuesto GTS-21 atenuó el estrés oxidativo
intracelular producido por etanol; de la misma manera, Ravikumar y colaboradores
(2004) describieron, en ratas con lesión de la médula espinal, que la nicotina puede
proteger de la activación de los factores de transcripción de respuesta a oxidorreducción
NF-B, AP-1 y CREB, reduciendo así los niveles de ARN mensajero de TNF y MCP-
1, efecto que fue revertido por mecamilamina.
Sin embargo, la memantina no restituyó los niveles de SOD-1, mostrando una
inmunorreactividad disminuida similar a la del grupo isquemia, probablemente porque
la gran cantidad de radicales superóxido generada ha hecho que se reduzcan los niveles
de la enzima. Los animales tratados con galantamina y con la combinación, sin
embargo, tienen niveles altos de SOD-1. Esto podría deberse a que los radicales libres
generados están siendo procesados por otros mecanismos distintos de SOD-1, como
otras enzimas y moléculas antioxidantes o incluso por la misma galantamina, ya que es
una molécula con propiedades antioxidantes (Traykova et al., 2003).
La memantina sí restituyó los niveles de SOD-2, al igual que la galantamina y su
combinación. Una posible explicación podría ser que esta enzima no se ha inducido, en
el caso de galantamina y la combinación debido de nuevo a que la sobreproducción de
radicales libres ya esté bajo control mediante otros mecanismos de defensa, y en el caso
de la memantina porque su acción sobre el receptor NMDA esté impidiendo de alguna
manera la inducción de SOD-2, dejando a la célula indefensa.
6. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GALANTAMINA Y
MEMANTINA SOBRE LA MEMORIA ESPACIAL TRAS LA ISQUEMIA
CEREBRAL GLOBAL CON REPERFUSIÓN EN EL JERBO
El hecho de que la neuroprotección ejercida por la galantamina se traduzca en la
recuperación de la memoria espacial y, por lo tanto, en la recuperación de las funciones
del hipocampo, refuerza la importancia de los hallazgos histopatológicos observados en
los animales tratados con galantamina; y está en concordancia con la literatura previa en
roedores (de Bruin & Pouzet, 2006;Iliev et al., 2000b;Ji et al., 2007;Van Dam & De
Deyn, 2006) y humanos (Erkinjuntti et al., 2003;Wilcock et al., 2000).
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Los hallazgos de este estudio aportan evidencia de la prevención por
galantamina y su combinación con memantina de la muerte neuronal, así como de la
recuperación de la memoria espacial tras la isquemia cerebral global transitoria y el
tratamiento con galantamina, lo que podría beneficiar a los pacientes con enfermedad
cerebrovascular.
VII. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES DE ESTA TESIS DOCTORAL
De los resultados que presentamos en esta tesis doctoral se pueden extraer las
siguientes conclusiones:
1. La galantamina, pero no la memantina, ejerce neuroprotección al aumentar la
viabilidad de las neuronas piramidales del área CA1 del hipocampo, en un modelo
de isquemia cerebral global con reperfusión en el jerbo. Es interesante destacar que
la combinación de galantamina y memantina ejerce un efecto neuroprotector mayor
que cada uno de los fármacos por separado.
2. La galantamina, administrada post-isquemia, ejerce neuroprotección al aumentar la
viabilidad de las neuronas piramidales del área CA1 del hipocampo, en un modelo
de isquemia cerebral global con reperfusión en el jerbo.
3. El efecto neuroprotector de la galantamina y de su combinación con la memantina
está relacionado con la reducción de los fenómenos apoptóticos y la normalización
de las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa-1 y 2.
4. El tratamiento post-isquemia con galantamina hace que se recupere la memoria
espacial perdida tras la isquemia cerebral global con reperfusión en el jerbo.
5. Parte del efecto neuroprotector de la galantamina está relacionado con los receptores
nicotínicos.
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